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Résumé
La surexpression cardiaque du récepteur de type 1 humain de l’angiotensine II (Ang II) chez la
souris (nommée souris ATYR) amène de l’hypertrophie et de l’insuffisance cardiaque. De plus,
ces souris meurent prématurément, suggérant qu’en conditions pathologiques, l’Ang II pourrait
contribuer à la mort subite par l’induction d’arythmies cardiaques. Puisqu’un retard de la
repolarisation est un facteur de risque d’arythmies, nous avons caractérisé la repolarisation
ventriculaire des souris ATIR afin d’établir s’il existe un lien entre l’Ang II, un retard de
repolarisation et la survenue d’arythmies.
Les résultats ont montré que comparativement aux souris témoins (contrôles, Ctl) du même âge
(6-8 mois), les souris ATIR présentent une prolongation de l’intervalle QTc (Ctl: 53.6 ± 1.5
ms, n 7; AT1R: 64.2 ± 1.4 ms, n = 7, p = 0.0007) ainsi que de la durée du potentiel d’action
(APD90, Ctl: 19.0 ± 1.8 ms, n = 11; AT1R: 39.1 ± 4.7 ms, n = 10, p 0.0005). Nous avons
étudié les courants K ventriculaires et leurs canaux potassiques correspondants (entre
parenthèse) : (1) transitoire sortant indépendant du Ca2, ‘to (Kv4.2 / Kv4.3), (2) à rectification
retardée ultrarapide, ‘Kur (Kvl.5), (3) sortant à l’équilibre, (Kv2.1) et (4) à rectification
entrante, ‘KI (Kir2.1). Comparés aux Ctl, les courants 1to, ‘Kur et ‘KI des AT1R sont diminués
alors que I est semblable entre les deux groupes. De même, l’expression protéique des canaux
Kv4.2, Kvl.5 et Kir2.1 est diminuée chez les AT1R, alors que l’expression de Kv4.3 et Kv2.1
n’est pas changée. Des résultats similaires ont été obtenus chez des souris ATÎR âgées de 50
jours ne présentant pas de signe d’hypertrophie cardiaque.
En conclusion, le retard de repolarisation observé chez les souris AT1R serait dû à une
diminution des courants K et pourrait expliquer l’incidence accrue d’arythmies et de mort
subite chez ces souris. Le retard de repolarisation aussi observé chez les souris de 50 jours
suggère que ces troubles seraient dus à la stimulation chronique du récepteur Ail.
Mots clés : Angiotensine II, courants potassiques, repolarisation ventriculaire, souris,
arythmies.
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Abstract
Cardiac-specific overexpression of the human type 1 angiotensin II (Angil) receptor in mice
(ATIR) leads to the development of hypertrophy and heart failure. Moreover, AT1R mice died
prematurely suggesting that under pathological conditions angiotensin II might contribute to
cardiac sudden death by promoting ventricular arrhythmias. Since delayed repolarization is an
important risk factor for the development of ventricular arrhythmias, we characterized
ventricular repolarization of AT1R mice to establish whether there is a relationship between
angiotensin II, delayed repolarization and ventricular arrhythmia.
Our resuits show that compare to age-matched (6-8 month old) controls (Ctl), ATIR transgenic
mice had a prolongation ofthe QTc interval (Ctl: 53.6 ± 1.5 ms, n = 7; AT1R: 64.2 ± 1.4 ms, n
= 7, p = 0.0007) and ofthe action potential duration (APD) (APD90, Ctl: 19.0 ± 1.8 ms, n = 11;
ATIR: 39.1 ± 4.7 ms, n 10, p = 0.0005). We then studied the functional K currents (and their
K channels) involved in repolarization in mouse ventricle, corresponding to: (1) the Ca2t
independent transient outward K current, ‘to (Kv4.2 / Kv4.3), (2) the ultrarapid delayed
rectifier K current, IKur (Kv 1.5), (3) the steady-state K current , (Kv2. 1) and (4) the inward
rectifier K current, IKI (Kir2.1). Compared to Ctl, ‘to, IKur and ‘Ki were decreased in AT1R
cardiac myocytes, whereas was comparable in both groups. In une with these resuits,
expression levels of Kv4.2, Kvl.5 and Kir2.1 were decreased in AT1R while there was no
difference in protein expression for Kv4.3 and Kv2.1. Simitar resuits were obtained in 50 days
old ATIR mice, which do flot present sign ofcardiac hypertrophy.
Delayed repolarization which is caused by a decreased density of K currents might contribute
to explain the increased incidence of cardiac sudden death reported in mice overexpressing the
human type 1 angiotensin II receptor. Delayed repolarization observed in young AT1R mice
suggests that repolarization defects might be due to chronic stimulation ofATi receptor.
Key words: Angiotensin II, potassium currents, ventricular repolarization, mouse, arrhythmias.
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Chapitre 1 : Introduction
En Amérique du nord, les maladies cardiovasculaires sont une des causes principales de
mortalité autant chez les hommes que les femmes.”2 Parmi les troubles cardiaques les plus
graves, il y a les arythmies qui diminuent l’activité du coeur, empêchent la circulation adéquate du
sang et peuvent mener à la mort. Les troubles de repolarisation représentent un des facteurs de
risque majeurs de la formation d’arythmies. Des facteurs génétiques ou pharmacologiques
peuvent être la cause de ces troubles de repolarisation. Il est donc important de bien comprendre
les caractéristiques électriques cardiaques associées à des pathologies cardiovasculaires ainsi que
l’impact qu’ont certains agents pharmacologiques et certaines conditions physiques sur la
repolarisation cardiaque afin de prévenir la survenue d’arythmies.
1.1 Les paramètres de l’excitabilité cardiaque
Le coeur bat normalement à un rythme constant qui lui permet de fait circuler le sang dans
le but d’oxygéner et de nourrir tous les tissus. À la base, cette activité mécanique du coeur est
contrôlée par des impulsions électriques.3’4 Chacun des battements est créé par la propagation
d’une onde d’excitation, la dépolarisation des cellules excitables, dans le but d’engendrer des
potentiels d’action et de permettre la contraction du muscle cardiaque.
1.1.1 Le potentiel d’action ventriculaire humain
En conditions basales, la membrane cellulaire des cellules excitables, comme celle des
cellules musculaires cardiaques et des neurones, est polarisée; c’est-à-dire que les charges
ioniques et électriques sont distribuées de façon asymétrique de chaque côté de la membrane. Il y
a ainsi plus de sodium (Na) et de calcium (Ca2) à l’extérieur qu’à l’intérieur de la cellule, alors
que le potassium (Kw) est en concentration supérieure à l’intérieur.5 Ces différences de
concentration créent des gradients ioniques. Des protéines transmembranaires, les canaux
ioniques, servent à faire passer les ions d’un côté à l’autre de la membrane dépendamment de leur
gradient ionique. Il existe plusieurs types de canaux ioniques qui s’ouvrent selon divers stimuli.
Les canaux ioniques dépendants du voltage, activés suite à des changements de voltage, sont
grandement impliqués dans la propagation de l’excitation dans les cellules musculaires
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cardiaques. Normalement, la polarité de la membrane des cardiomyocytes est autour de —$0 mV,
c’est-à-dire que le côté interne de la membrane cellulaire est plus négatif que l’extérieur. Suite à
des changements de voltage, les canaux ioniques dépendant du voltage s’ouvrent pour laisser
passer les ions selon leur gradient. La membrane se dépolarise lorsque ce potentiel de membrane
augmente (devient plus positif) suite à l’entrée de charges positives dans la cellule et se repolarise
par la sortie de charges positives.5
Le potentiel d’action est le phénomène électrique correspondant à la dépolarisation et à la
repolarisation des cellules excitables qui permet la propagation de l’excitation et la contraction
des cardiomyocytes.3’6 Le potentiel d’action se produit en 5 phases, de O à 4, qui sont
caractérisées par des changements de perméabilité ionique de la membrane cellulaire (Figurel.1).
En phase 0, les canaux sodiques s’ouvrent et causent l’entrée massive de Na qui dépolarise
rapidement la membrane. La phase 1 se produit immédiatement après le pic de dépolarisation et
elle est caractérisée par une courte phase de repolarisation. Cette repolarisation précoce est due à
l’inactivation des courants Na et à l’activation d’un courant sortant transitoire (Ito). La phase
2, ou plateau, est la balance isoélectrique entre les différents courants ioniques actifs, soient le
courant Ca2 entrant de type-L (ICa-L) et les courants sortants. La phase majeure de
repolarisation la phase 3, ramène le potentiel de membrane au repos et se produit alors que le
courant Ca2 s’inactivent et que les courants K sont les principaux courants actifs. Dans cette
phase, deux courants K majeurs ont été identifiés au niveau des ventricules chez l’homme: les
courants à rectification retardée I et qui correspondent respectivement à la composante
rapide (r pour «rapid ») et lente (s pour «slow »). Le courant à rectification entrante, IKI, est
également présent dans la repolarisation terminale du potentiel d’action. Lorsque le potentiel de
membrane est de retour au repos, le courant ‘KI, en plus de participer à la repolarisation, maintient
+ + . . ‘,
le potentiel de repos cellulaire stable. De plus, la pompe Na /K -ATPase ainsi que I echangeur
Na/Ca2 ramènent les gradients ioniques à leurs niveaux de base, ce qui correspond à la phase 4.
La cellule est alors prête pour te prochain potentiel d’action.
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figure 1.1 Le potentiel d’action ventriculaire chez l’homme et les différents courants
ioniques impliqués (Tirée de 3)
Le potentiel d’action cardiaque comprend 5 phases, de O à 4. La phase O est la dépolarisation
membranaire causée par l’entrée massive de Na. La repolarisation rapide en phase I est due au
courant K sortant
‘toj Le plateau, ou phase 2 est l’équilibre entre les courants Ca2 entrant et
sortant. La phase majeure de repolarisation, phase 3, se produit grâce à la sortie de K et
finalement la phase 4 correspond au retour à la normale des différents gradients ioniques et au
maintien stable du potentiel de membrane jusqu’à l’initiation du prochain potentiel d’action.
1.1.2 Les courants potassïques ventricu]aires chez l’homme
Les courants K sortants sont indispensables à la repolarisation. Contrairement aux
courants Na et Ca2 impliqués dans le potentiel d’action, plusieurs courants potassiques sont
présents dans les cardiomyocytes et sont activement impliqués dans plusieurs phases du potentiel
d’action. La densité de ces courants K varie dépendamment de la région du coeur, du
développement (de l’âge) et de l’espèce étudiée.8’9”° L’expression et la cinétique des courants
peuvent aussi être modulées par des facteurs hormonaux, neurohormonaux ou par certaines
conditions pathologiques. 7,h1,12
1.1.2.1 Les canaux potassiques
De façon générale, le canal ionique potassique proprement dit est formé de quatre sous
unités c. Chacune de ces sous-unités est constituée de plusieurs domaines transmembranaires:
six pour les canaux de type Kv (dépendant du voltage) et deux pour les canaux Kir (à rectification
entrante ou inward rectifier) (Figure 1.2). Afin de former le pore transmembranaire nécessaire au
passage spécifique des ions K, les sous-unités a semblables s’associent sous forme de tétramères
(f igure 1.2 C) Une autre sous unité (la sous-unité 3) ne forme pas le canal, mais interagit avec la
sous-unité ci afin de moduler les propriétés d’expression et cinétiques du canal.
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Au niveau cardiaque, deux grands types de courants potassiques de repolarisation ont été
caractérisés. Il y a le courant K transitoire sortant (Ito, pour «transient outward ») et les courants
K à rectification sortante retardée (‘K). Leur implication dans les différentes phases du potentiel
d’action est directement associée à leurs dépendances au voltage et à leurs cinétiques d’activation
et d’inactivation. (f igure 1.3).1112 La présence et la densité des divers courants K sont
dépendantes de l’espèce et de la région du coeur étudiées.’2 Puisque ce projet de maîtrise porte sur
l’étude de la repolarisation ventriculaire, les prochaines sections traiteront plus particulièrement
des courants K retrouvés au niveau des cardiomyocytes ventriculaires chez l’homme.
1.1.2.2 Le courant K transitoire sortant: ‘to
Le courant ‘to s’active et s’inactive rapidement. Il est spécifique aux ions K et il n’est pas
sensible aux variations de concentration de Ca2 intracellulaire. On peut bloquer ‘to avec le 4-
aminopyridine (4-AP) à des concentrations élevées, de l’ordre du mM.’3 ‘to peut être modulé de
plusieurs façons. Par exemple, de façon neurohormonale par le récepteur Œ-adrénergique ou
encore, par l’hormone thyroïdienne.’4 Chez les mammifères de moyenne à grande taille, comme
les humains, Ito est responsable de la phase rapide de repolarisation, la phase 1. Une variation de
Figure 1.2 : Conformation des canaux iC cardiaques (Adaptée de 12)
A) Structure secondaire des canaux K de type Kv
B) Structure secondaire des canaux K de type Kir
C) Organisation des sous-unités Œ sous forme de tétramères pour former le canal qui laissera
passer les ions K
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densité de ce courant a un effet direct sur la durée du plateau.’4 Chez les espèces plus petites
comme les souris, qui ont un rythme cardiaque de plus de 600 battements par minute, 1to joue un
rôle très important dans la phase majeure de repolarisation. La base moléculaire de 1to est
composée des protéines des canaux de type Kv4.X et Kvl.4. La composition moléculaire de ce
courant est variable selon les espèces à l’étude; par exemple, chez l’homme et le chien, 1to est
composé de Kv4.3, alors que chez certains rongeurs, ce courant est formé de deux types de sous
unités, Kv4.2 et Kv4
1.1.2.3 Les courants K à rectification sortante retardée : ‘K
Généralement, les courants à rectification sortante retardée (IK) s’activent et s’inactivent
plus lentement que ‘to• Le courant ‘K est surtout présent dans les phases 2 et 3 du potentiel
d’action et forme le principal courant de repolarisation. Contrairement à ‘to, IKpeut être divisé en
plusieurs composantes. Chez l’homme, on retrouve IKr (la composante rapide) et Ii (la
composante lente).7”2 IKr s’active plus rapidement et à des voltages plus négatifs que IKs. Des
études ont montré que les sous-unités Œ et E, ERG et MirPi interagissent ensemble et que leur
association pourrait être responsable du courant ‘Kr. Tandis que le courant IKs est formé par
KvLQTI et minK.3’ 11, 12, 16, 18, 19
1.1.2.4 Le courant à rectification entrante:
Contrairement aux courants de la famille ‘K, le courant IKI possède une composante
entrante de courant K. IKI est impliqué surtout dans la repolarisation terminale et dans le
maintien stable du potentiel de repos. La partie sortante de ce courant contribue à la
repolarisation. Toutefois, l’amplitude la plus grande du courant se produit dans la portion
entrante. La base moléculaire responsable de IKI est Kir2.X, dont une composante majeure est
Kir2.1.7’ 12,16
1.1.2.5 Les courants K ventriculaires chez la souris
Tout comme pour les courants K cardiaques retrouvés chez l’homme, plusieurs courants
K sont impliqués dans la repolarisation ventriculaire chez la souris. Tout d’abord, il y a ‘to,
formé par les protéines Kv4.2 et Kv4.3 qui s’associent sous forme d’hétérotétramères pour créer
le pore du canal 16,17 Chez la souris, ‘to est très impliqué dans la phase principale de repolarisation
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à cause de leur rythme cardiaque rapide qui force le retour rapide au potentiel de repos. Le
courant ‘K chez la souris est, comme chez l’homme, composé de deux éléments distincts: ‘Kur et
‘ss. IKur est le courant K à rectification retardée ultrarapide. Il est très important dans la
repolarisation chez la souris puisqu’il s’active très rapidement et son inactivation est lente. ‘Kur
est très sensible à de faibles concentrations de 4-AP à des concentrations (dans l’ordre du iM), ce
qui nous permet de séparer les deux courants à rectification retardée par des protocoles
d’étectrophysiologie. ‘Kur est formé par le canal Kvl.5)6’2° est formé par Kv2.116 et s’active
lentement et s’inactive très peu. Il est insensible au 4-AP et son implication physiologique est
moindre chez la souris à cause de son amplitude plus faible et de sa cinétique plus lente.
f inalement, comme pour l’homme, le courant IKI est composé d’une portion sortante et d’une
portion entrante. Il est un joueur important dans le contrôle de l’excitabilité cardiaque en
contribuant à la fin de la repolarisation ainsi qu’au maintien du potentiel de repos membranaire
(figure l.3B).
Figure 1.3 : Comparaison des courants potassiques impliqués dans le potentiel d’action
chez l’homme (A) (adapté de 21) et la souris (B) (données expérimentales de Katy Rivard,
2006)
1.1.3 L’électrocardiogramme
L’activité électrique cardiaque peut être enregistrée de façon non invasive à la surface du
corps par l’enregistrement d’électrocardiogramme (ECG). L’ECG est en fait, la représentation
des variations électriques produites par la dépolarisation des cardiomyocytes dans les différentes
zones du coeur. L’enregistrement de l’ECG est donc le reflet de la progression de l’onde
d’excitation à travers tout le myocarde (voir Figure 1.4). Cette excitation, modutée par le
A
‘to B/ / Ito
.___
‘Kur
ÏÏ Iss
‘K I
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système nerveux autonome, commence dans les cellules spécialisées automatiques primaires du
noeud sinusal situé dans l’oreillette droite.7’22 Cette excitation se propage rapidement dans les
myocytes auriculaires amenant leur dépolarisation (correspondant à l’onde P de l’ECG) et la
contraction des oreillettes. La vague d’excitation se poursuit ensuite vers les ventricules via le
noeud auriculo-ventriculaire, le faisceau de His et les fibres de Purkinje. Suivra la dépolarisation
des ventricules qui est représentée sur l’ECG par le complexe QRS. La repolarisation des
ventricules est quant à elle symbolisée par l’onde T.3’ 4, 22 La durée des différentes ondes ainsi
que des segments (portion entre les ondes) et des intervalles (comprenant les segments et ondes)
représente le temps nécessaire au déroulement des processus électrophysiologiques. Ainsi, il est
entre autre possible d’étudier la conduction entre les oreillettes et les ventricules en mesurant le
temps que prend la vague d’excitation pour quitter les oreillettes et se rendre dans les ventricules
par la mesure du segment P-R. L’intervalle QT comprenant le complexe QRS et l’onde T,
mesure la dépolarisation et la repolarisation ventriculaires. Il est utilisé dans l’étude de la
repolarisation ventriculaire puisque des changements de la durée de cet intervalle sont associés à
des troubles de repolarisation.16’22
1.1.4 L’intervalle QT
L’intervalle QT, est un reflet de l’activité totale des ventricules puisqu’il comprend la
dépolarisation (le complexe QRS) et la repolarisation des ventricules (l’onde T). La mesure de la
durée du potentiel d’action ventriculaire, ou l’intervalle QT, est couramment utilisée dans
l’évaluation des paramètres électrophysiologiques ventriculaires. Le prolongement ou le
raccourcissement de la durée de cet intervalle est souvent associé à des troubles de repolarisation
ventriculaire et donc à des changements de densité des courants K impliqués dans cette phase du
potentiel d’action au niveau des ventricules. Toutefois, comme l’ECG est le reflet global des
changements électriques au cours de la propagation du potentiel d’action, des variations dans
l’intervalle QT peuvent aussi être associées à des variations dans les autres courants ioniques
retrouvés dans les ventricules, par exemple, à l’augmentation ou la diminution des courants Nat
Il est donc important de mesurer les courants K responsables de la repolarisation ventriculaires
afin d’identifier clairement la cause des changements observés dans la durée de l’intervalle QT.
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Figure 1.4 Illustration de l’ECG (tirée de 23)
La durée des ondes, P, Q, R, S et T ainsi que des segments et des intervalles fournit des
informations sur l’activité électrique cardiaque menant à la contraction du coeur.
1.1.4.1 La correction de l’intervalle QT
L’intervalle QT varie normalement se]on l’age, le sexe et le rythme cardiaque. Ainsi, de
façon générale, l’intervalle QT des hommes est plus court que celui des femmes (en conditions
physiologiques, chez la femme, le QTc normales est plus petit que 470 ms alors que celui des
hommes est normalement en dessous de 450 ms).24’25 Aussi, plus le rythme est lent, plus le QT
est long et vice versa. Afin de pouvoir comparer les mesures de QT, on corrige celui-ci en
fonction du rythme cardiaque. La correction du QT se fait selon des formules établies lors
d’études de populations. Il existe plusieurs formules de correction de QT qui sont basées sur la
mesure de l’intervalle QT et de l’intervalle R-R qui est inversement proportionnel au rythme
cardiaque. Le choix d’une de ces formules est surtout fait en fonction du rythme cardiaque
moyen de l’espèce étudiée. Pour les souris qui ont un rythme cardiaque de plus de 600
battements par minute, la formule de Koren est la plus utilisée: QTc = QTI (RRI100)’. 26
Segment
PR
Segment
Intervalle PR
Intervalle QT
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1.1.4.2 La prolongation de l’intervalle QT
La durée de l’intervalle QT peut être prolongée ou raccourcie dépendamment de divers
facteurs. La prolongation de l’intervalle QT, ou syndrome du long QT (SLQT, ou en anglais,
LQTS), est une anormalité dans l’activité électrique cardiaque. Dans la majorité des cas de
prolongement de l’intervalle QT, la fonction mécanique du coeur est normale. Le problème se
situe plutôt au niveau électrique dû à un défaut des canaux ioniques cardiaques reliés plus
particulièrement à la repolarisation. Le syndrome du long QT est relié à un retard de
repolarisation qui est causé par une augmentation globale de la dépolarisation ou par une
diminution de la repolarisation. La prolongation du QT peut être de type familial (héréditaire) ou
de type acquis.3 Le syndrome du long QT héréditaire est la transmission de mutations des gènes
responsables de former les canaux ioniques.2’ De nombreuses mutations de plusieurs canaux ont
d’ailleurs été identifiées et associées à des types spécifiques de syndrome, LQT$-1 à 8. D’un
autre côté, la forme acquise de la prolongation du QT est la plus fréquente. Elle peut être
associée à l’administration de médicaments inhibant les courants K (la plupart du temps, hERG)
comme l’érythromycine, la quinidine, le disopyramide, la terfénadine ou le sotalol.3’21’27 Le long
QT acquis peut aussi être relié à des conditions physiques particulières, comme l’hypothyroïdie
ou l’hypokaliémie, ou encore à des pathologies cardiaques comme les cardiomyopathies et
l’ischémie.3 Toutefois, la prédisposition génétique joue également un rôle très important dans le
long QT acquis puisque ce ne sont pas tous les patients qui prennent ces médicaments ou qui
présentent une des conditions qui développent des LQTS. Il a été montré qu’une prédisposition
génétique ou certains polymorphismes des canaux peuvent aussi être associés aux LQTS
acquis.28’29 Ainsi, des anomalies génétiques présentes chez des patients seraient démasquées par
la prise de certains médicaments.
Une prolongation de l’intervalle QT, représentant des changements dans les processus
électriques surtout au niveau de la repolarisation ventriculaire, rend les ventricules vulnérables à
la survenue d’arythmies cardiaques. Ce sont surtout les arythmies qui sont responsables de
l’apparition de symptômes reliés à la prolongation du QT tels que les syncopes, les palpitations
ou la perte de conscience qui surviennent entre autres au cours d’activités physiques plus intenses
ou suite à de fortes émotions. Le syndrome du long QT est un facteur de risque important
d’arythmies comme les Torsades de pointe (Tdp).3
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1.1.5 Les arythmies cardiaques
1.1.5.1 Généralités et facteurs de risque d’arythmies cardiaques
Le coeur bat normalement à un rythme constant et stable afin de fournir le débit sanguin
suffisant et nécessaire à la circulation du sang dans tout le corps. Toutefois, en conditions
physiologiques, le rythme cardiaque peut varier afin de s’adapter aux besoin en oxygène du
corps. Par exemple, le rythme du coeur ralentit durant le sommeil alors qu’il s’accélère au cours
d’activités sportives. Les stimulations électrophysiologiques amenant la contraction doivent
aussi se faire de façon constante afin de permettre aux ventricules de se contracter de façon
adéquate et efficace. Certaines conditions pathologiques peuvent affecter le rythme cardiaque et
provoquer divers problèmes tels que la perte de conscience, des syncopes ou même la mort.3’30
Des facteurs de risques d’arythmies cardiaques comme les troubles de repolarisation et
des troubles de conduction peuvent être de type familial (congénital) ou acquis. Les facteurs de
type familial ou congénital sont souvent dus à la mutation de gènes codant pour les canaux
ioniques alors que les facteurs acquis sont dus à des causes extérieures comme les
cardiomyopathies, l’ischémie cardiaque, des anomalies métaboliques ou la prise de certains
médicaments (antibiotiques, antihistaminiques et anti-arythmiques). Plusieurs médicaments sont
d’ailleurs clairement associés à la formation d’arythmies comme les Torsades de pointe à cause
de leur effet de prolongement de la durée de l’intervalle QT (www.gtdrugs.org). Dans la majorité
des cas, les facteurs de risques sont acquis et non héréditaires.
1.1.5.2 Origine des arythmies
Il existe plusieurs causes d’arythmies et également différentes possibilités d’origine des
arythmies. La propagation de l’onde d’excitation se fait normalement du noeud sinusal vers les
ventricules en passant par les oreillettes et les faisceaux de His. Toutefois, il existe différents
troubles qui vont avoir des effets sur la propagation normale du potentiel d’action dans tout le
coeur. Ces troubles peuvent faire varier le rythme (ralentir ou accélérer) ou peuvent créer d’autres
centres d’initiation de l’onde d’excitation. Par exemple, lors d’infarctus du myocarde, les
cellules infarcies vont subir une modification de leurs propriétés naturelles cellulaires (exemple
perte de leur capacité de contraction). Dans certains cas, elles peuvent même devenir des cellules
capables de générer par elles-même un potentiel d’action, indépendamment de l’onde
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d’excitation normale des cardiomyocytes. Elles peuvent ainsi nuire à la fluidité de la propagation
et de la contraction induite normalement par le noeud sinusal et entraîner une perte de l’efficacité
de la contraction du coeur. L’origine de l’arythmie peut être au niveau ventriculaire ou supra-
ventriculaire, c’est-à-dire originaire précédemment la propagation de l’onde dans les ventricules
(par exemple au niveau des cellules du noeud sinusal).
Les arythmies les plus graves sont celles qui touchent les ventricules comme les
tachycardies ventriculaires (monomorphique et polymorphique) et la fibrillation ventriculaire
(f igure 1.6). Ces formes d’arythmies désorganisent les contractions ventriculaires et empêchent
le sang d’être expulsé adéquatement du coeur. Elles sont responsables de la mortalité arythmique.
1.1.5.3 Les arythmies ventriculaires
La tachycardie ventriculaire (TV) est une succession rapide de dépolarisations ventriculaires,
donc une suite accélérée de complexes QRS dans l’ECG. Le sang est alors moins bien expulsé
des ventricules puisque les contractions du coeur sont moins efficaces. Les TV peuvent être
monomorphiques ou polymorphiques. Les tachycardies ventriculaires monomorphiques sont
caractérisées par des complexes QRS de forme et d’amplitude semblables alors que le profil du
complexe QRS des tachycardies polymorphiques est variable. Les Torsades de pointe (Figure
J.5A) font partie des TV polymorphiques. Elles sont associées à une prolongation excessive de
l’intervalle QT, due à un retard de la repolarisation dans le potentiel d’action ventriculaire. Dans
ce cas, la prolongation de la repolarisation est tellement marquée qu’elle cause une dépolarisation
précoce, c’est-à-dire que la dépolarisation du potentiel d’action suivant débute avant que le
potentiel membranaire de la cellule n’ait eu le temps de revenir complètement au repos (voir
F igure 1.5).516
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Figure 1.5 : Prolongation de la repolarisation (adapté de 16)
Un retard de repolarisation excessif, associé également à une prolongation de l’intervalle QT
est un facteur de risque important d’arythmies cardiaques tels que les Torsades de pointe. Le
retard peut être tellement marqué que le potentiel membranaire de la cellule ne revient pas au
repos avant le commencement du prochain potentiel d’action.
Les Torsades de pointe ont été nommées ainsi à cause de leur forme particulière, où le
complexe QRS tourne autour du point isoélectrique. (Figure 1.6A) Les tachycardies sont
propices au développement de fibrillations ventriculaires puisque le prolongement de ce type
d’arythmies sur une longue période peut amener la détérioration de la tachycardie en
fibrillation.4’22 La fibrillation ventriculaire (FV) est une désorganisation grave du rythme initié
dans le ventricule. Le rythme est tellement désorganisé qu’il n’y a pas de réelle dépolarisation
des ventricules et résulte en une perte globale de contraction cardiaque (F igure 1.6B). Les
personnes souffrant d’une fibrillation ventriculaire perdent conscience, sont apnéiques et n’ont
plus de pulsation cardiaque. On dit même qu’elles sont en arrêt cardiaque. Ce type d’arythmie
grave doit être traité rapidement sinon il mène au décès de la personne.
Retard de
repolarisation
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Figure 1.6 : Exemple d’enregistrements d’arythmies ventriculaires (adapté de 3)
A) La Torsade de pointe est une tachycardie ventriculaire de type polymorphique. Elle a été
nommée ainsi à cause de la forme de l’ECG où le complexe QRS alterne d’un côté à
l’autre de l’axe isoélectrique.
B) La fibrillation ventriculaire est une des arythmies cardiaques les plus graves. La
dépolarisation ventriculaire est complètement désorganisée et le coeur ne bat plus de façon
efficace.
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1.2 L’angiotensine II
1.2.1 Historique de l’angiotensine II
Il y a plus de cent ans, soit en 1298, Tigertedt et Bergman ont montré pour la première
fois qu’un extrait de rein contenait une substance vasopressive qu’ils appelèrent la rénine. Ce
n’est qu’en 1940 que deux autres groupes de recherche firent la découverte d’un autre joueur
important du désormais célèbre système rénine-angiotensine (“RAS”). L’un d’eux nomma le
composé « hypertensin » et l’autre, «angiotonin ».‘ Après l’isolation et la caractérisation de ces
deux molécules, ils découvrirent que ces deux peptides étaient en fait un seul et même composé
et lui donnèrent le nom d’angiotensine. Depuis ce temps, l’angiotensine II (Ang II), ainsi que les
différents composés formant le système rénine-angiotensine, ont fait l’objet de multiples études
par plusieurs groupes de recherche qui ont montré l’importante implication au niveau
physiologique et pathologique de ce système dans la fonction de plusieurs organes et surtout au
niveau cardiovasculaire.3’
1.2.2 Le système rénine-angiotensine
Le système rénine-angiotensine (RAS) est un joueur très important dans le maintien à
court- et long-terme de la tension artérielle. Lorsqu’une diminution de la pression sanguine
survient, différents mécanismes sont activés afin de maintenir un débit sanguin adéquat. Parmi
ces mécanismes, il y a la production d’Ang II, le peptide vasoactif du système rénine
angiotensine.
1.2.2.1 La biosynthèse de l’angiotensine II
La cascade de réactions enzymatiques menant à la formation de l’Ang II est maintenant
bien connue. La biosynthèse classique de l’Ang II débute à partir de l’angiotensinogène qui est
fabriqué par le foie et transformé en angiotensine I (Ang I) par la rénine (produite et relâchée par
les reins). L’enzyme de conversion de l’angiotensine (ECA), produite au niveau des poumons,
catalysera ensuite l’Ang I en Ang 11.32 (figure 1.7) Une fois synthétisée, l’Ang II agira sur
plusieurs types de cellules se trouvant dans une grande variété de tissus cibles dont les reins, le
coeur, le cerveau, le foie, les muscles lisses vasculaires et le système nerveux sympathique.33’34
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Ensuite, l’Ang II sera rapidement dégradée et inactivée par des angiotensinases non spécifiques
tels que des endopeptidases, des aminopeptidases et des carboxypeptidases.5’32
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Figure 1.7 : Cascade de la biosynthèse de l’angiotensine II (Tirée de 32)
1.2.2.2 Le système rénine-angiofensine local
L’Ang II est produite non seulement via la sécrétion de composés dans la circulation, mais
aussi via la génération et l’activation locale de ces mêmes composés. Les tissus capables de
produire l’Ang II localement expriment partiellement ou complètement la cascade catalytique
menant à la formation du peptide actif.32 Parmi ces tissus, il y a le cerveau, les reins, les
vaisseaux sanguins et le coeur où l’ARNm de l’angiotensinogène, de la rénine et de l’enzyme de
conversion de l’angiotensine a été retrouvée.31’35’36’37 Le rôle de ce système n’est pas clairement
établi mais il pourrait avoir une implication dans la contractilité cardiaque, le tonus vasomoteur
coronarien, l’arythmogénèse, l’hypertrophie, le remodelage et la fibrose cardiaque.37’38 Cette
production de I’Ang II locale montre que le RAS, en plus d’être un système endocrine, peut
également être une fonction autocrine/paracrine régulée localement.35’36
L’Ang II pourrait aussi être produite par un système complémentaire au RAS. En effet,
des évidences ont montré l’expression d’un système de production de l’Ang II indépendant de
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l’action de la rénine ou de l’enzyme de conversion de l’angiotensine. Ce système
complémentaire utiliserait plutôt des enzymes tels que la cathepsin G, la tonine ou la chymase39
dans la production de l’Ang II au niveau cardiaque.
1.2.3 Les récepteurs de i’angiotensine II
1.2.3.1 Les différents types de récepteurs à I’angiotensine II
Afin de produire ses effets au niveau des différents tissus cibles, l’Ang II se lie de façon
spécifique à des récepteurs que l’on retrouve à la surface cellulaire. Jusqu’à maintenant, deux
types principaux de récepteurs à l’Ang II ont été clonés : le type I (AT1) et le type 2 (AT2).
D’autres récepteurs liant l’Ang H ont également été proposés (AT3 et AT4), mais n’ont pas
encore été caractérisés.40 La stimulation du récepteur AT1 est responsable de la majorité des
effets physiologiques et pathologiques de l’Ang II au niveau cardiovasculaire, neuronal, rénal,
endocrinien et hépatique.31’33
1.2.3.2 Le récepteur AT1
Le récepteur de type 1 de l’Ang II a été retrouvé dans les muscles lisses vasculaires, te
coeur, le cortex rénal, le foie, les reins et dans certaines régions du cerveau. Sa stimulation par la
liaison de l’Ang II amène la contraction des muscles lisses vasculaires, ta sécrétion de
l’aldostérone, la régulation de la balance électrolytique, une activation neuronale, la
neurosécrétion d’hormones ou d’autres molécules vasoactives, le transport d’ions ainsi que la
croissance et la prolifération cellulaire.31’33
Chez la souris, le rat et le lapin, deux sous-types de récepteur AT1 ont été clonés: ATIa
et AT1b.31’4’ Environ 95% de la séquence d’acides aminées de ces deux sous-types de récepteurs
est identique. Ils different surtout dans leur distribution tissulaire, leur focalisation
chromosomique, leur structure génomique ainsi que leur régulation transcriptionnelle.31 De façon
générale, le sous-type a se retrouve en plus grande concentration dans une majorité de tissus
comme dans le fois, les poumons ou l’aorte.42
Suite à la liaison de l’Ang II avec le récepteur ATÏ, il y une rapide désensibilisation du
récepteur. L’exposition des récepteurs de cellules intactes à son ligand amène une perte rapide de
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la réponse du récepteur. Cette désensibilisation du récepteur se produit par une diminution de
l’expression de AT1 à la surface cellulaire. Suite à la liaison de l’Ang II au récepteur, il y a
internalisation du récepteur et du ligand. Le rôle premier de l’internalisation est de diminuer te
nombre de récepteur à la surface, donc de diminuer la fonction du récepteur. Toutefois, pour
certains récepteurs liés aux protéines G (comme le récepteur AT1) cette internalisation par la
formation d’endosomes permettrait la déphosphorylation du récepteur et ainsi sa resensibilisation
et son recyclage à la membrane cellulaire. De plus, l’internalisation du récepteur avec son ligand
permettrait aussi la distribution de l’Ang ii à l’intérieur de la cellule ou pourrait même protéger le
peptide de la dégradation par les endopeptidases. Ainsi, l’internalisation rapide du récepteur ATJ
suite à la liaison à l’Ang II diminue le nombre de récepteurs présents à la membrane, mais permet
aussi le recyclage de celui-ci à la membrane. Une augmentation de la stimulation du récepteur par
l’Ang ii à long terme provoque un état d’équilibre entre le nombre de récepteurs internalisés et
4344recycles.
1.2.3.3 Le récepteur AT2
Le récepteur AT2 est moins connu que AT1. Chez l’adulte, on le retrouve en faible
concentration dans quelques tissus comme l’endothélium vasculaire, la médulla rénale, certaines
régions du cerveau, le coeur, le muscle lisse utérin et les ovaires.45 Par contre, ce récepteur est
très présent dans plusieurs tissus foetaux.31’32 AT2 serait ainsi plus impliqué dans le
développement foetal et son rôle physiologique à l’âge adulte reste incertain. Toutefois, dans
certaines conditions pathologiques comme l’infarctus du myocarde, l’ischémie, l’insuffisance
rénale et lors de dommages au niveau vasculaire, l’expression du récepteur AT2 pourrait être
augmentée de façon importante32 afin de contrebalancer les effets de l’activation du récepteur
ATJ par des effets vasodilatateurs, anti-prolifératifs, pro-apoptotiques (dans la vasculature), de
différenciation cellulaire et de réparation tissulaire.40’46’47
Plusieurs études ont aussi montré les effets bénéfiques de la présence du récepteur AT2 au
niveau du système cardiovasculaire. Des études ont démontré qu’une diminution des récepteurs
AT2 cause de l’hypertension48, alors qu’une augmentation de l’expression de celui-ci est associée
à une diminution de la pression sanguine.49 D’autres études ont également montré que le
récepteur AT2 contrebalancerait les effets du récepteur ATI au niveau cardiaque par l’inhibition
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de la croissance cellulaire, de la prolifération et de l’hypertrophie.50’5’ Ce qui montre que AT2
pourrait avoir des effets cardioprotecteurs puisque son expression est augmentée lors de
l’apparition de certaines conditions pathologiques cardiaques (hypertension, insuffisance
cardiaque, infarctus du myocarde) dans des modèles animaux52 ainsi que chez l’humain.53
1.2.3.4 Configuration des récepteurs de l’angiotensine II
Les deux types de récepteur principaux de l’Ang II (AT1 et AT 2) sont des récepteurs à
sept domaines transmembranaires faisant partie de la superfamille des récepteurs couplés aux
protéines G.31”’
1.2.3.5 La signalisation intracellulaire
Des évidences ont montré que les deux types de récepteurs de l’Ang II produisent leurs
effets via une multitude de voies de signalisations intracellulaires. Ainsi, AT1 et AT2
activeraient tous deux des voies classiques couplées aux protéines G associées à des voies non
conventionnelles. Toutefois, la signalisation du récepteur de type 1 est mieux connue que celle
du type 2. De plus, comme Je récepteur de type 1 de l’Ang II est le principal médiateur des effets
—s-
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Figure 1.8 : Structure secondaire du récepteur de type 1 de l’angiotensine II. (Tirée de 31)
La structure secondaire du récepteur AT1 composée de sept domaines transmembranaires
est celle typiquement retrouvée chez les récepteurs couplés aux protéines G.
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de l’Ang II et qu’il est le récepteur principal à l’étude dans le projet de recherche qui nous
concerne, les prochaines sections traiteront plus particulièrement des voies de signalisation
associées à AT1.
1.2.3.6 Signalisation intracellulaire associée aux protéines G
En conditions basales, les protéines G se retrouvent sous forme d’hétérotrimères
composés des sous-unités a, F3 et y. Pour tous les types de protéines G, la liaison du ligand à son
récepteur amène la dissociation de GŒ du complexe GF3y. Suite à cette dissociation, les deux
groupes de sous-unités iront moduler différentes voies de signalisation intracellulaires
dépendamment du type de protéine G qui a été activée.
Le récepteur Ail (reconnu pour moduler la majorité des effets physiologiques et
pathologiques de l’Ang II) est couplé à deux types de protéines G: la Gq et la Gi.5 Les
prochaines sections discuteront plus en détails des voies de signalisation reliées à ces deux
protéines G.
D’une part, suite à la liaison de l’Ang II au récepteur Ail, la sous-unité Gaq stimule
l’activité de la phospholipase C-F3 (PLC-f3) qui hydrolyse le phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate (PIP2) en inositol-l,4,5-trisphosphate (TP3) et en diacylglycérol (DAG).5 Chacun de
ces deux composés déclenche une cascade de réactions spécifiques. D’une part, l’1P3 agira au
niveau du réticulum sarcoplasmique via la liaison à ses récepteurs afin de libérer le calcium
intracellulaire. Les canaux calciques dépendants du voltage situés à la membrane cellulaire vont
également s’ouvrir pour faire entrer plus de calcium dans la cellule. L’augmentation de la
concentration de Ca2 intracellulaire va ainsi activer les voies de signalisation dépendantes du
calcium et amener la contraction musculaire. D’autre part, le DAG ainsi que le calcium libéré
activeront des protéines de la famille des sérine/thréonine kinases, les protéine kinases C (PKC).
Les PKC agissent sur une multitude de protéines en phosporylant des séquences consensus
spécifiques. Les différentes protéines phosphorylées agiront dans de multiples cascades
intracellulaires5’55’56 (f igure 1.9)
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D’autre part, la sous-unité GŒi a quant à elle un effet inhibiteur sur l’enzyme adénylate
cyclase (AC). Le rôle de l’AC est de transformer l’ATP en AMPc. L’AMPc a des effets
activateurs entre autres, au niveau de la protéine kinase A (PKA). La PKA, tout comme la PKC,
phosphoryle diverses protéines. L’activation de la GŒi par la liaison de l’Ang II diminuera la
production d’AMPc qui engendrera une réduction de l’activité de la PKA.5’55
1.2.3.7 Signalisation intracellulaire indépendante des protéines G
En plus des voies de signalisation intracellulaires conventionnelles associées aux
protéines G, l’Ang II induit aussi bon nombre de voies typiquement associées à la croissance
cellulaire et aux cytokines.38 Ainsi, la liaison de l’Ang II au récepteur de type I peut aussi activer
des voies telles que JAKJSTAT, les tyrosine kinases (comme Src, Fyn, Yes et Pyk2) ou les petites
protéines G (Rho) 5,38 (Figure 1.9) Ces voies sont reliées à des effets de croissance cellulaire, de
remodelage tissulaire et de processus inflammatoires.5’57
Figure 1.9 : Voies de signalisation intracellulaires associées à Ail (Adaptée de 38)
La liaison du récepteur ATI par l’Ang II active plusieurs voies de signalisation
intracellulaires dépendantes ou non des protéines G.
Les différentes voies de signalisation intracellulaires ainsi activées auront une multitude
d’effets dépendamment du tissu et du type de cellules touchées. Parmi ces effets, on note
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l’induction de facteurs de transcription (c-fos, c-jun, c-Myc), l’activation de voies dépendantes du
calcium (calmoduline, calcineurine), la voie JAK!STAT et la voie des MAP kinases (f igure
.1 O).538.55.57
Figure 1.10 Les effets de l’activation du récepteur AT1 de l’angiotensine II (Tirée de 5)
La stimulation du récepteur Ail par I’Ang II entraîne l’activation de plusieurs cascades
intracellulaires pour produire les nombreux effets de l’Ang II.
1.2.4 Le rôle de ]‘angiotensine II
1.2.4.1 Rôle physiologique et pathologique de l’angiotensine II
L’Ang II joue un rôle physiologique essentiel. Les voies de signalisation intracellulaires
activées par l’Ang 11 amènent finalement plusieurs réponses cellulaires telles que la contraction
des muscles lisses, la stéroïdogénèse, le transport ionique ainsi que la croissance et la
prolifération cellulaires.3’ Toutes ces réponses cellulaires participent à plusieurs phénomènes
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physiologiques tels le contrôle rapide de la pression artérielle par la vasoconstriction et le
contrôle plus lent de la pression par la régulation de la balance électrolytique et hydrique, la
sécrétion hormonale et la régulation de la fonction rénale. Des études faites sur des modèles de
souris transgéniques ont montré qu’une diminution de l’action de l’Ang II par la délétion de
gènes codant pour l’angiotensinogène, l’enzyme de conversion ou pour le récepteur Alla
amenait une diminution de la pression sanguine, une diminution de la réponse aux changements
de pression et une diminution de la survie des animaux.58 L’Ang II participe aussi à la
modification de la structure vasculaire et cardiaque qui mène au remodelage (activation de
facteurs de croissance, synthèse protéique, augmentation de la matrice extracellulaire).3’ En
conditions normales, tous ces mécanismes ont des effets cardiovasculaires bénéfiques. En fait,
ces mécanismes compensent pour des changements physiologiques ou pathologiques et tentent de
maintenir la fonction normale du système cardiovasculaire. Toutefois, la stimulation du RAS sur
de longues périodes ou de façon excessive amène le transfert du phénomène de compensation
vers une diminution de l’efficacité des mécanismes adaptatifs cardiovasculaires et vers la
décompensation cardiaque. D’ailleurs, l’Ang II est directement associée à divers troubles
cardiovasculaires comme l’hypertension, l’hypertrophie, l’infarctus du myocarde et l’insuffisance
cardiaque.59’60’61’62 Une augmentation de l’action de l’Ang II par une augmentation de la
production de ses précurseurs, de sa concentration ou par l’activation anormale des récepteurs
Ail est la cause de maladies cardiovasculaires. Par exemple, une augmentation de l’enzyme de
conversion de l’Ang II est associée à différentes pathologies telles que l’hypertrophie
ventriculaire, l’infarctus du myocarde et l’insuffisance cardiaque congestive.59’60’6’ De plus, le
récepteur Ail ainsi que l’enzyme de conversion de l’Ang II présentent des polymorphismes
spécifiques associés à une ou l’autre de ces pathologies.5’31’37 Ainsi, les effets pathologiques de
l’Ang II sur les tissus cardiaques peuvent être la conséquence indirecte ou directe à la stimulation
des récepteurs AT 1.
1.2.4.2 Effets pathologiques indirects de l’angiotensine II au niveau cardiaque
D’un côté, une augmentation de l’action de l’Ang II au niveau systémique amène une
vasoconstriction, ce qui conduit à une augmentation de la pression sanguine. Un accroissement
soutenu de la pression menant à l’hypertension provoquera des changements adaptatifs dans
divers organes entre autres au niveau des reins et du coeur. La surcharge pressive amenée au
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coeur activera divers mécanismes compensatoires qui résulteront en une hypertrophie des
cardiomyocytes et en un remodelage global du tissu. Ce remodelage est caractérisé par le dépôt
de collagène, la prolifération des fibroblastes et la perte de cardiomyocytes qui diminuent la
fonction cardiaque et mène à l’insuffisance cardiaque. Il a été montré qu’il est possible de
prévenir t’hypertrophie ventriculaire gauche chez des rats hypertendus ou d’amener une
régression de l’hypertrophie due à l’hypertension chronique chez l’humain en inhibant les effets
de l’Ang II par l’administration d’inhibiteurs de l’enzyme de conversion de l’angiotensine
(IECA) ou d’antagonistes spécifiques des récepteurs de type I de l’angiotensine II (ARA).35 De
plus, ces agents sont reconnus pour avoir plusieurs effets bénéfiques dans l’insuffisance
cardiaque, la fibrose et la réduction de la taille de l’infarctus lorsqu’ils sont administrés de façon
systémique.62’63
1.2.4.3 Effets pathologiques spécifiques de l’angiotensine II au niveau cardiaque
Comme nous l’avons vu précédemment, le coeur possède un système local de production
d’Ang 1I.31,35,3637 De plus, les cardiomyocytes expriment les récepteurs de l’Ang II, ATI et
AT2.31’4° Plusieurs études ont démontré que l’action de l’Ang II via les récepteurs AT1 exprimés
au niveau cardiaque serait responsable de plusieurs conditions pathologiques du myocarde.
D’ailleurs, il a été rapporté qu’au niveau cellulaire, l’Ang II induit l’augmentation de la synthèse
protéique et le grossissement des cellules (hypertrophie)64 et entraîne l’augmentation du nombre
de cellules (hyperplasie).3’ De plus, l’Ang II bloque l’activité de métalloprotéinases de type 1
(MMP-1) (impliquées dans la dégradation du collagène) ce qui favorise la prolifération de la
matrice extracellulaire et l’accumulation de collagène.31 L’Ang II peut donc agir directement sur
les cellules cardiaques pour induire le remodelage.
D’un autre côté, il a aussi été démontré que les effets néfastes de l’Ang II sur les
cardiomyocytes sont médiés par le récepteur ATI puisque l’expression du récepteur ATI est
augmenté dans plusieurs modèles d’hypertrophie cardiaque.65’66 De plus, des études faites sur des
modèles de souris transgéniques ont montré qu’une expression accrue de l’angiotensinogène ou
du récepteur ATI spécifiquement au niveau cardiaque induit de l’hypertrophie et du remodelage
cardiaque indépendamment de changements hémodynamiques.67’68 finalement, le traitement
avec des séquences d’oligonucléotides complémentaires (anti-sens) à la séquence d’ARN du
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récepteur AT1 protège les rats de l’apparition de l’hypertrophie et renverse même l’hypertrophie
causée par une augmentation du RAS.69 La stimulation du récepteur de type I de l’Ang II peut
donc être directement responsable de l’apparition des troubles cardiaques.
En résumé, I’Ang II peut entraîner le remodelage du tissu cardiaque de façon indirecte ou
directe. L’augmentation de la pression sanguine par l’Ang II cause des changements au niveau
du tissu cardiaque. Ces transformations visent à compenser des modifications survenant au
niveau du système cardiovasculaire mais ultimement, vont conduire à une perte de la fonction
cardiaque (décompensation). De plus, l’activation des récepteurs ATI au niveau des
cardiomyocytes est également directement reliée à l’établissement de plusieurs pathologies
cardiaques. Les traitements par des ARA ou des IECA ont montré des bénéfices chez les patients
à haut risques cardiovasculaires via le contrôle de l’hypertrophie et de l’insuffisance cardiaque,
associés à une augmentation de effets de I’Ang II. Il a également été rapporté que ces agents
thérapeutiques améliorent aussi le pronostiques de ce type de patients et diminuent leurs risques
d’événements cardiaques (incluant les arythmies) et de mort subite indépendamment du contrôle
de l’une ou l’autre des pathologies cardiaques qui sont associées à la survenue d’arythmies.70’71’72
1.2.5 Le modèle de souris AT1R
1.2.5.1 Généralités
On sait que I’Ang II peut agir directement au niveau cardiaque via les récepteurs AT1 et
qu’une trop grande stimulation de ces récepteurs est directement responsable de troubles
cardiovasculaires. Afin d’étudier les effets spécifiques de l’Ang II via les récepteurs AT1 au
niveau des cardiomyocytes, une souris transgénique surexprimant le récepteur de type 1 de l’Ang
II spécifiquement au niveau du tissu cardiaque (la souris AT1R) a été développée par le
laboratoire du Dr Mona Nemer à l’institut de recherche clinique de Montréal.67
Afin de générer les souris AT1R, le gène du récepteur de type I de l’Ang II humaine a été
inséré dans le génome de souris de la lignée C57BL/6. La séquence codante du récepteur ATI a
été placée de façon à se retrouver sous le contrôle du promoteur du gène de la chaîne lourde de
myosine alpha (ŒMHC).67 Ce promoteur se situe de façon spécifique dans les cardiomyocytes et
induit la transcription constante des gènes sous son contrôle. L’insertion du récepteur ATÎ par
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manipulation génétique au niveau de ce promoteur confère au récepteur AT1 une expression
spécifique et constante au niveau des cardiomyocytes (f igure 1.11).
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Figure 1.11 : Représentation du transgène des souris AT1R (tiré de 67)
Le gène du récepteur de type 1 de l’Ang II humaine a été inséré.
Chez les souris AT1R, le nombre de récepteurs ATY exprimés à la membrane est plus
grand, ce qui augmente les liaisons du ligand avec le récepteur au niveau du coeur et produit ainsi,
une plus grande stimulation de ces récepteurs par l’Ang II dans ce tissu. La plus forte stimulation
des récepteurs entraîne plusieurs effets au niveau cardiaque. D’ailleurs, il a été montré par un
autre groupe travaillant avec ce modèle de souris que la plus grande stimulation du récepteur ATI
est responsable des effets observés dans ce modèle de souris transgénique.68 D’un autre côté, le
fait que le récepteur ATI soit surexprimé au niveau des cardiomyocytes ne signifie pas
nécessairement que ces récepteurs soient capables de médier leurs effets en activant les cascades
intracellulaires associées normalement à ce récepteur. Toutefois, des études faites sur ce modèle
de souris par différents groupes de recherche ont montré que l’Ang II produisait des effets via ces
récepteurs. Par exemple, le groupe du Dr Mona Nemer a observé, lors d’études préliminaires,
que l’administration d’Ang II pendant deux jours en concentrations inférieures aux doses causant
une augmentation de la pression sanguine, était suffisante pour produire une augmentation de la
masse ventriculaire et la mort subite chez les souris ATÎR, alors que ce phénomène ne se produit
pas chez les souris sauvages (contrôles) traités.67 De plus, le groupe de Hein, qui travaille aussi
sur un modèle de souris AT1R généré à partir du promoteur aMHC,68 a également observé que la
survie des nouveaux-nés transgéniques ATIR peut être améliorée par l’administration d’IECA ou
jd’ARA. Ces études montrent que les récepteurs de type I surexprimés au niveau cardiaques chez
les souris transgéniques ATIR sont fonctionnels. De plus, ces récepteurs augmentent les effets
de l’Ang II spécifiquement au niveau cardiaque puisque l’augmentation de l’action de I’Ang II
dans ce modèle produit des effets au delà de ceux observés chez les souris de type sauvage, alors
que l’inhibition de l’action de l’Ang II au niveau des récepteurs ATÎ prévient le phénotype
pathologique dans ce modèle de souris transgénique.
1.2.5.2 Profil cardiovasculaire des souris ATIR
Les souris ATIR développent de l’hypertrophie et l’insuffisance cardiaque sans toutefois
présenter de signe d’hypertension ou de changement hémodynamique.67 Au stade avancé de la
maladie, les souris AT1R présente une cardiomyopathie globale, où les quatre chambres
cardiaques (ventricules gauche et droit, oreillettes gauche et droite) sont atteintes. De plus, le
poids des poumons, corrigé en fonction du poids des souris, est plus élevé chez les souris
transgéniques et plusieurs souris AT1R présentent de l’effusion pleurale. Ces caractéristiques
sont des signes d’hypertension pulmonaire, secondaire à l’atteinte du ventricule gauche. Il a
aussi été observé que les souris ATIR mouraient de façon prématurée (autour de 6 mois).
Des études préliminaires effectuées dans le laboratoire du Dre Céline Fiset ont également
montré que les souris ATIR présentaient une incidence accrue d’arythmies cardiaques. Ces
observations nous suggèrent que la stimulation excessive du récepteur AT1 de l’Ang 11 au niveau
cardiaque pourrait être responsable de l’incidence accrue d’arythmies cardiaques et que celles-ci
entraîneraient le décès soudain et prématuré de ces souris transgéniques.
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1.3 Résumé des connaissances et buts de l’étude
1.3.1 Connaissances sur Je sujet
1) La repolarisation ventriculaire est un paramètre important de l’excitabilité cardiaque.
Ainsi, les troubles de repotarisation sont des facteurs de risque importants de la
survenue d’arythmies cardiaques.
2) Les courants sont responsables de la repolarisation et un retard de repolarisation
peut être causé par une diminution de ces courants ioniques.
3) L’Ang II agit directement au niveau des cardiomyocytes via les récepteurs de type I
pour produire la majorité de ses effets physiologiques et pathologiques connus.
4) Un modèle de souris transgéniques surexprimant le récepteur de type 1 de l’Ang II
spécifiquement au niveau cardiaque a été développé afin d’étudier les effets direct de
l’Ang II sur le coeur. Ces souris meurent de façon prématurée et présentent une
incidence accrue d’arythmies cardiaques.
1.3.2 Hypothèses et objectifs de recherche
Basée sur les diverses connaissances mentionnées au point 1.3.1, l’hypothèse de recherche
de ce projet de maîtrise était : «La surexpression du récepteur de type 1 de l’Ang II au niveau
cardiaque entraîne un retard de repolarisation qui représente un facteur de risque important pour
la survenue d’arythmies cardiaques graves pouvant entraîner la mort ».
Les objectifs de ce projet étaient de:
1) Caractériser la repolarisation ventriculaire du modèle de souris ATIR afin d’établir
s’il existe un lien entre l’Ang II, un retard de repolarisation ainsi que la survenue
d’arythmies cardiaques.
2) Voir si les troubles de repolarisation présents chez les souris ATIR sont associés à des
conditions pathologiques telles que l’hypertrophie et l’insuffisance cardiaques,
présentes chez ce modèle de souris transgénique.
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ABSTRACT
Cardiac-specific overexpression of the human type I angiotensin II receptor (AT1R) in mice
leads to ventricular hypertrophy and heart failure. Moreover, ATIR mice die prematurely of
sudden cardiac death. The objective of this study was to characterize cardiac repolarization in
ATIR mice to establish whether there is a relationship between angiotensin II, delayed
repolarization and cardiac arrhythmias. Our resuits showed that compared to lillermate controls
ATÏR mice present ventricular arrhythmias and had longer QTc interval (CTL: 53.6±1.5 ms,
ATIR: 64.2±1.4 ms, p=O.0005) and action potential duration (at 90% repolarization: CTL:
19.0±1.8 ms; ATIR: 39.1±4.7 ms, p=O.000I). Measurement of ventricular K currents revealed a
significant reduction of the Ca2tindependent transient outward (Ito), the ultrarapid delayed
rectifier (IKur) and the inward rectifier (iKI) K currents in ATIR myocytes. However, the density
ofthe steady-state outward K current (J) was similar in AT1R and wild-type myocytes. Protein
expression ofthe following K channels, Kv4.2 (part ofI0), Kvl.5 (‘Kur) and Kir2.1 (IKI) were
decreased in AT1R ventricles, whereas the expression ofKv4.3 (part of 1) and that ofKv2.1 (I)
were similar in both groups. In addition, recovery from inactivation of10 was significantly siower
in the ATJR mice. These data strongly suggest that chronic stimulation of type 1 angiotensin II
receptor is responsible for the delayed ventricular repolarization phenotype observed in the ATÎR
mice and may contribute to explain the increased incidence ofventricular arrhythmias and sudden
cardiac death in these mice.
Key words: Angiotensin II, K currents, ventricular repolarization, arrhythmias, transgenic mice
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INTRODUCTION
Angiotensin II (ANG II), the active end product of the renin angiotensin system (RAS),
bas numerous physiological effects on diverse types of celis of the cardiovascular system
(Guimaraes et ai., 2005). However, increased activity of ANG II contributes to the development
of ventricular hypertrophy and remodeling (f lesch et ai., 2003; Nakamura et al., 1998; Akar et
aï., 2004; Zhang et aÏ., 2006). for instance, in vitro treatment with ANG II resuits in cardiac
myocyte hypertrophy and fibroblast proliferation. Moreover, the demonstration of local synthesis
and release of ANG II by cardiac myocytes also suggests that ANG II may serve as an
autocrine/paracrine mediator of heart function. ANG II exerts its effects via receptors on the ceti
surface: classified into the ANG II type 1 (AT1) and type 2 (AT2) receptors. AIl receptors are
members of the G-protein coupled family of receptors. Two AIl receptor subtypes appear to
exist, the AT]a and ATÎb receptors (Guimaraes et ai, 2005). Infusion of ANG II in Alla
receptor knockout mice lias neither pressor nor hypertrophic effects. These data implicate Alla
receptors as the primary subtype responsible for ANG II actions in mice (Ryan et al., 2004; Ito et
aÏ., 1995). b date, most of the cardiac effects of ANG II appear to be mediated by the AIl
receptor (De Gasparo et aÏ., 2000).
ANG II is known to be involved in the initiation ofcardiac remodeling, (Moikentin et aï., 1992;
Wang et al., 2001; Molkentin et al., 2000) however, relatively little is known concerning the role
of ANG II in the higher propensity of lethal cardiac arrhythmias observed in hypertrophy and
heart failure (Zhang et al., 2006; Rials et aÏ., 1997; Pitt et al., 1997).
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Transgenic mouse models with cardiac restricted overexpression of different components of the
RAS have been instrumentai in studying the role ofANG II in cardiac remodeling (Paradis et al.,
2000). However, no detailed characterization of celiular cardiac excitability has been realized
using these transgenic mouse models. Thus far, only a small number of studies have documented
an increased incidence of cardiac arrhythmias and sudden death using a transgenic approach
(Xiao et aI., 2004; Zhai et al., 2005; Donoghue et aÏ., 2003).
Transgenic mice overexpressing the human ANG II type I receptors (ATIR) specifically in
cardiomyocytes has been shown to develop significant hyper(rophy and heart failure in the
absence of blood pressure changes (Paradis et aÏ., 2000). 0f note, these ATIR mice died
prematurely of sudden cardiac death. Since excessive QT prolongation, which reflects delayed
repolarization, is a major risk factor for ventricular arrhythmias and sudden death, we
hypothesized that overexpression of AT1 receptors might contribute to sudden cardiac death by
promoting delayed repolarization and ventricular arrhythmias. Therefore, we reaiized the present
study to determine whether there is a causal relationship between ANG II, delayed repolarization
and ventricular arrhythmias. findings presented here reveal that overexpression of the human
ANG II type I receptor in the myocardium leads to an increased incidence of cardiac arrhythmia
associated with delayed repolarization in these transgenic animais.
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MATERIALS AND METHODS
Animais
The experiments were performed on 6-8 month oid male ATIR mice. These transgenic mice
overexpressed the human angiotensin type I receptor specifically in cardiomyocytes under the
control of the murine Œ-myosin heavy chain (ŒMHC) promoter (Paradis et al., 2000).
Transgenic (Tg, +1-) founder were mated with wild-type (Wt, -I-) C57B1/6 mice. Wild-type male
littermates were used as controls. Polymerase chain reaction (PCR) were performed to detect
transgene (forward 5’-ACCATCTTCAGTAGAAGAGTTG-3’ and reverse 5’-
ACCCTTACCCCACATAGAC-3’) and control (forward 5’-GCCTGCTGTCCCTTCAGCTC
and reverse 5’-CCAGTCACGTTCCCTATCCT-3’). Ail experiments are conducted in
accordance with the Canadian Council Animal Care guidelines.
ECG recordings
Mice were anesthetized by isoflurane inhalation and piaced on heating pads to maintain their
bodies temperature at 37°C. Platinum electrodes were positioned subcutaneous and lead I surface
ECG was acquired using the Biopac System MP100 at a rate of 2 kHz. The signal was ampiified,
filtered at 100 Hz (10w pass) and 60 Kz (notch filter). Recording were analyzed using ECG Auto
data analyst (AcqKnowledge 3.7) software. QT intervals were corrected (QTc) for the heart rate
using the formula for mice: QTc = QT/(RRI100)1”2 (Mitcheli et al., 199$).
Tetemetiy recordings
OpenHeart® radiofrequency transmitter (Data Science International, Arden Huis, MN) was used
to continuousiy monitor and record ECG of conscious and unrestrained control and transgenic
mice (6 mice/group). Mice were anesthetized with isoflurane inhalation and kept on a warming
pads. Individual transmitters were implanted into peritoneal cavity. Ail mice were allowed to
recover for 1 week after surgery. ECG were continuously recorded for a period of 24 hours and
saved onto disk for later anaiysis.
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Isolation of ventricutar myocytes
Mice were heparinized, anesthetized by isoflurane inhalation and then sacrificed by cervical
dislocation. Single myocytes were isoiated from the right ventricular free wail using the protocol
described previously (Trépanier-Boulay et al., 2001). Briefly, hearts were rapidiy removed and
retrogradely perfused through the aorta for 5 minutes with an HEPES-buffered Tyrode solution
containing (mM) : 130 NaC1, 5.4 KCI, 1 CaC12, 1 MgCL2, 0,3 Na2PO4, 10 HEPES, 5.5 glucose
(pH adjusted to 7.4 with NaOH). Next, the heart was perfused for 10 minutes with Tyrode
calcium-free solution, followed by a 21 minutes perfusion with calcium-free solution containing
73.7 U/ml ofcoilagenase type 2 (Worthington Co. Ltg, Freehold, NJ, USA), 0.1% bovine serum
albumin (BSA), 20 mM taurine and 30 1.iM CaCl2. This was followed by perfusion for 3 minutes
with a Kraft-Briihe (KB) solution (Tsenberg et aÏ., 1982) (in mM: 100 K-glutamate, 10 K
aspartate, 25 KCI, 10 KH2PO4, 2 MgSO4, 20 taurine, 5 creatine base, 0,5 EGTA, 5 HEPES, 20
glucose and 0,1% BSA (pi-1 adjusted to 7.2 with KOH). The heart was then removed from the
apparatus and the right ventricular free wali was triturated gently to isoiated cardiac myocytes.
Etectrophysiotogicat recordings
The whole-ceil voltage-clamp and current-clamp recording methods, data acquisition, and
analysis methods have been described previously (Brouillette et al., 2004). Ail experiments were
carried out at room temperature (20-22 °C). Pipettes were filled with a solution including (mM)
110 Ktaspartate, 20 KC1, 8 NaCi, I MgCl2, 1 CaCl2, 10 BAPTA, 4 K2ATP and 10 HEPES and
had resistance between 1.5-4.0 M2. The myocytes were continuously superfused with
oxygenated Tyrode Solution (see above isolation ofventricular myocytes).
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r currents recording
Membrane capacitance and series resistance were compensated (> $0 %). The description and
validation of the pharmacological and biophysical methods to separated mouse ventricular K
currents has been recently published (Brouillette et al., 2004). Briefly, ail K currents, the total
K current (Ipeak), the Ca2-independent transient outward K current (Ito), the ultra-rapid
delayed rectifier K current (IKur), the steady state outward K current (I) and the inward rectifier
K current (IKI), were obtained by a 500 ms voltage step applied with 10 mV-increment from -
110 to +50 mV. Specific properties ofeach K current were used to separated each ofthem. 1to is
rapidly inactivate by a pulse at —40 mV for 1 OOms period (Ipeak
- 1to = IKsIow). We then measured
‘to by subtracting current with and without this inactivating prepulse (Ipeak - IKsIow = Ito). Is, S 4
aminopiridine (4-AP) resistant and is recorded in combination of the inactivating prepulse and
perfusion of 100 !tM of 4-AP, which blocks IKur. f inally, ‘Kur were measured by subtracting
currents recorded in absence and presence of4-AP (IKsIow
Steady-state inactivation
The voltage-dependence of steady-state inactivation for ‘to and ‘Kur were measured using two-step
voltage-clamp protocol described previously (Brouillette et al., 2004). The first step is an
inactivating pulse to seiected potentiai (from -110 to —20 mV) maintained for a period of 1 s or 5
s, for ‘to and ‘Kur, respectively. This inactivating pulse is followed by a second voltage step to
+30 mV during 1 s (Ito) or 5 s (IKur). (See figure inset in Figure 7 for voltage protocols). For the
‘Kur recording, a pulse at —40 mV for 100 ms had been added between the inactivating and test
pulse to inactivate ‘to• Both ‘to and ‘Kur currents amplitude at each pulse potential were
normalized to the maximum amplitude of each family of current (I/Imax) and plotted as a
function ofthe inactivating pre-pulse potential. Data were fit to a Boltzmann equation : I/Imax =
48
1 / [1 + exp((Vm-Vi,2)/S 1/2)], where V112 represents the membrane potential (Vm) at which 50%
ofthe channels are inactivated and S1,2, is the mid-point siope factor (mV).
Recoveryftom inactivation
To measure the time and voltage dependence for reactivation of J and ‘Kur, an inactivating pulse
(at +30 mV, maintain for 500 ms and 1.5 s period for 1t0 and 1Kur respectively) was followed at
variable time intervals by a test pulse (at +30 mV for 500 ms for both types of current) (Protocols
are shown in figure inset of figure 7). The interpulse period varied between 10 and 600 ms for I
recording and between 50 ms and 3 s for ‘Kur. Specifically to ‘Kur, both inactivating and test pulse
were preceded by a pulse of 100 ms at -40 mV to inactivate ‘toC ‘Kur amplitude was measured by
subtraction amplitude ofoutward current at the peak and 500 ms after the peak. for both families
of current, the holding and interpulse potentials were -80 mV. Analysis of the recovery from
inactivation was made using P2!? J ratio plotted as a function of interpulse time and time constant
was calculated (ms), where P2 represent current amplitude ofthe test pulse and Pi corresponds to
the inactivating pulse.
Western btots anatysis
Protocols used for protein and Western blots analysis were identical to those previously reported.
(Lizotte et al., 2005; Trépanier-Boulay et aL, 2001). Protein were prepared from CTL and
ATÏR mice ventricles (1 heart/sample). Each ventricle was homogenized in a solution of Tris
EDTA (TE) with protease inhibitors (PI) (leupeptin, aprotinin, benzamidine, phenylmethyl
sufonyl fluoride and Na3VO4). The homogenate was centrifuged at 10,000 g and then the
supernatant was ultracentrifuged at 200,000 g for 20 min. The pellet was resuspended in TE+PI
containing 0,6 M KCI to dissolve contractile protein and ultracentrifugated. The pellet,
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corresponding to the sarcolemmal-enriched proteins fraction, was washed by ultracentrigation
repeated two times. Protein measurements were done by Bradford Assay. Proteins were
separated by electrophoresis (100 jig/iane) and transferred to PVDF membranes. Membranes
were coiored with Ponceau S to confirm uniformity of the protein loading and transfer.
Membranes were then blotted with antibodies against K channels: anti-Kv4.3, anti-Kv4.2, anti
Kvl.5, anti-Kv2.1 and anti-K1r2.1. Ail antibodies were purchased from Alomone Labs
(Jerusalem, Israei), with the exception ofKvl.5, which was obtained from Upstate Biotechnoiogy
(Lake Placid, NY, USA). Bands were quantified by densitometry using Muiti-Anaiyst program
(Bio-Rad, CA, USA).
Statisticat anatysis
Resuits are expressed as mean ± S.E.M. Student’s unpaired t-test was used to compare means. A
P value < 0.05 was considered significant.
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RESULTS
A TiR mice present rhythm abnormatities
Continuous ECG recording on conscious and unrestrained mice was obtained using a telemetry
monitoring system. f igure lA shows representative ECG trace recorded from 6-8 month old CTL
and AT I R (n = 6 per group). Telemetry recording revealed spontaneous ventricular arrhythmias
occurring in AT1R mice whereas none ofthe six age-matched littermate used as control present
abnormalities during the continuous 24 hours recording period. Since QT interval prolongation
represents an important risk factor of cardiac arrhythmias, surface ECG had also been recorded to
measured QT interval duration. figure lB presents typical examples of lead I ECG recordings
obtained from CTL and AT1R mice. As shown in the Table presented in f igure 1, both the QT
interval and the QT interval corrected for heart rate (QTc) were significantiy prolonged in ATIR
compared to CTL mice (n = 7, p = 0.0005). Heart rate were comparable in both group (p = 0.4).
Prolongation of the action potential duration in transgenic mice
Action potentials were recorded using the whole-celi current-clamp protocol by injection of brief
(2-5 ms) stimulus currents (0.4-0.7 nA) at rate of 1, 2, 3 and 4 Hz. figure 2A shows
representative action potential trace recorded at 4 Hz. Bar graph of mean action potentiai
durations (APD) measured at 20%, 50% and 90% of the repolarisation was presented in figure
2B. As for the QTc intervai, APD were significantly greater in AT1R mice (n 13) compared to
age-matched control littermate (n = 14). (APD20 (ms), CTL: 2.5 ± 0.2; AT1R: 4.3 ± 0.3; p =
0.00006) (APD50 (ms), CTL:5.2 ± 0.9; ATÏR: 9.7 ± 1.2; p = 0.007) (APD90 (ms), CTL: 19.0 ±
1.8; AT1R: 39.1 ± 4.7; p = 0.0005) Action potential recorded at frequency of 1 Hz were aiso
significantly prolong in AT1R for ail APD studied (data not shown).
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r currents in ventricutar cardiac myocytes of CTL andA TiR
Changes in densities contribution or properties of outward K currents have dramatic effects on
action potential duration (Fiset et al., 1997). Thus, we studied whether a difference in outward
currents between CTL and AT1R could account for prolongation of both QTc intervals and
APD and for presence of spontaneous arrhythmias observed in AT1R mice. All currents were
normalized to ceil capacitance and expressed as densities (pA/pF). For each current family,
representative trace (panel A) and mean I-V relationships (panel B) of CIL and transgenic mice
were presented.
Total r current
Figure 3 shows total K current recorded in CTL and AT1R ventricular myocytes. The total K
current (Ipeak) was obtained by a series of test potentials appiied in a 10 mV increment between
—110 and 50 mV with 10 mV increments at a rate of 0.1 Hz. As shown in figure 3B, Ipeak was
significantly decreased in ATÏR mice compared to CIL (at +30 mV, CTL = 68.1 ± 9.2 pA/pF, n
15 and AT1R = 28.2 ± 4.6 pA/pF, n = 11; p = 0.001). We then examined the individual
contribution of ail outward and inward K currents responsible of Ipeak in mice ventricular
tissue. These currents correspond to (1) the Ca2tindependent transient outward K current (Ito),
(2) the ultra-rapid delayed rectifier K current (IKur), (3) the steady-state outward K current (I)
and (4) the inward rectifier K current (IKI) (Brouillette et al., 2004).
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Separation and comparison ofthe outwardr currents between CTL andATiR
Figure 4A represents superimposed current recording of ‘to, which was calculated by subtraction
ofcurrent trace recorded with and without ‘to inactivating prepulse at —40 mV for 100 ms. Plot of
the mean I-V relationship (4B) shows a significant decrease of this current in AT1R mice
compared to CIL (at +30 mV, CTL 31.9 ± 3.9 pA/pF, n 12 and ATIR 9.8 ± 1.4 pA/pF, n =
10; p = 0,00004). The current resulting from the subtraction of ‘to corresponds to ‘Kslow and is
composed of IKur and Tic was inhibited by 100 j.iM of 4-AP and was calculated by subtraction
of iKsow recording in absence and in presence of 4-AP. f igure 5A depicts example of IKur
recorded from CIL and AT1R myocytes. As shown in panel B, ‘Kur was decreased in AT1R
mice compared to CIL (at +30 mV, CTL = 27.3 ± 5.5 pA/pF, n = 11 and ATIR = 9.8 ± 1.4
pA/pF, n = 8; p = 0.04). The third component ofthe outward K current, I, (recorded in presence
100 jiM of4AP and ofthe inactivating prepulse) was similar in both groups (n =11 (CIL) and n
= 8 (ATÏR); p = 0.2) (Figure 5A et 5B).
Inward rectifierr current: ‘KI
In figure 5, the inward K current portion corresponds to ‘KI. As shown on the mean I-V curve,
the inward rectifier K current was significantly smaller in AT1R cardiac myocytes compared to
controls (at -110 mV, CTL = -21.3 ± 1.2 pA/pf and AT1R = -11.9 ± 1.1 pA/pF, p = 0,00009).
The outward part of IKI (-80 to -40 mV) was also significantly different in the two groups (at -60
mV, CTL = 1.6 ± 0.2 pA/pf and ATIR 0.9 ± 0.1 pA/pf, p = 0.003).
53
Vottage-dependence ofsteady-state inactivation of‘to
Figure 7A compares voltage-dependence of steady-state inactivation of ‘to in both groups of
ventricular myocytes. Ihe figure inset of figure 7A shows the two-step voltage protocol. The
right panel shows Boltzmann functions fitted to mean data recorded in CTL and AT1R mice.
The steady-state inactivation of ‘to was similar in the two groups (V112, CIL: -53.2 ± 0.7 mV;
AT1R: -52.4 ± 0.7 mV, p = 0.3; slope factor, CTL: 5.9 ± 0.5 mV; AIÎR: 7.3 ± 0.8 mV, p = 0.2)
Recoveryfrom inactivation of‘to
A two-pulse protocol (see figure inset of Figure 73) was used to compare the time dependence of
‘to to recovered from inactivation in control and transgenic. Left panel of Figure 7B shows an
example of ‘to recorded in CIL and AT1R cardiac myocytes. Right panel of figure 7B presents
mean data as best fitted with single exponential function ofI0 reactivation used to calculate time
constant. As shown in the graph, ‘to in ventricular myocytes of AIIR mice recovered from
inactivation more slowly than in CIL myocytes (time constant, CIL = 34 ± 2 ms and AIIR = 79
± 7 ms for AT1R (p = 0.000001).
Inactivation parameters of‘Kur
Ihe voltage dependence of steady-state inactivation of IKur was comparable in CIL and ATIR.
Number ofcell studied was 12 for CIL and 6 for AI1R group (V1,2, CIL = -41.4 ± 1.1 mV and
AIIR = -41.1 ± 1.1 mV, p = 0.9; slope factor, CTL 6.0 ± 0.4 mV and AT1R = 6.2 ± 1.0 mV, p
0.9). Recovery from inactivation of ‘Kur was also comparable (p = 0.4) in CIL and transgenic
myocytes, with time constants of 552 ± 59 ms in CIL (n = 12) compared to 490 ± 33 ms in
AI1R (n 9). Ihese results indicate that inactivating kinetic properties of ‘Kut were flot affected
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in AT1R ventricular myocytes compared to CTL. The variation in IKur density observed in AT1R
mice cannot be explain by changes in IKur kinetics parameters.
r channeÏsprotein expression in A TiR mouse ventricte
In parallel studies, using Western blot analysis we compared the protein expression levels ofthe
K channels (Kv4.2/Kv4.3, Kvl.5, Kv2.1 and Kir2.l) corresponding to the murine ventricular K
currents (Ito, ‘Kur, and ‘KI, respectively) (Brouillette et al., 2004). In une with the
electrophysiological data, protein expression ofKvl.5 and Kir2.1 were lower in ATIR ventricte
compared with CTL ventricle (f igure 8). 0f the two isoforms responsible for ‘to, only the protein
expression of Kv4.2 was reduced in the AT1R mice; Kv4.3 being similar between the two
groups. f inally, as for the current density of I,, the protein expression ofKv2.1 was flot altered in
ATIR mice (the number ofventricles studied was 5 in both groups).
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DISCUSSION
A detailed analysis of cardiac electrophysiological function vas undertaken in the ATYR
mice. The use oftelemetry to continuously monitor ECG in conscious 6-8 month old male ATIR
mice reveals spontaneous arrhythmias and longer QTc intervals. Current- and voltage-clamp
studies in single right ventricular myocytes demonstrated that action potential duration and K
currents (Ito, ‘Kur and IKI) were altered in ATIR mice. These alterations were primarily due to a
reduction in the protein expression Ïevels of corresponding K channels (Kv4.2, Kvl.5, Kir2.1)
and changes in the inactivation kinetic properties of ‘to• Overail, these resuits strongly suggest
that the increased arrhythmic risk observed in presence of chronic AT1 receptor stimulation may
be due to alterations in ventricular repolarization properties.
The increased incidence of cardiovascular mortality associated with hypertrophy and heart
failure is largely due to the high prevalence of lethal ventricular arrhythmias. In fact, a common
electrical alteration usually present in these heart diseases is the prolongation of action potential
duration, (Beuckelmann et al., 1993; Kaab et al., 1996) most likely due to downregulation ofK
channel expression and subsequent decrease of K currents.(Hart, 1994; Tomita et al., 1994;
Bénitah et al., 1993; Lebeche et al., 2004) Although considerable development has been made in
elucidating the role ofANG II in ventricular remodelling, (Moikentin et aï, 199$; Wang et al.,
2001; Molkentin et al., 2000) the causal relationship between Ang II and the electrophysiological
abnormalities usually associated with ventricular hypertrophy and remodelling has not been
directly examined. Blockade ofAng II type I receptor (with an Ang II type 1 receptor antagonist,
ARA) bas been shown to improve the arrhythmia morbidity in mice with ventricular hypertrophy
(Zhang et al., 2006). In addition, the regression of ventricular hypertrophy by an angiotensin
converting enzyme inhibitor (ACEI) restored normal ventricular action potential duration,
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refractoriness and susceptibility to ventricular fibrillation (Riais et al., 1997) Although, no
detailed characterization of cellular cardiac excitabiiity has been completed using geneticaiiy
engineered mouse models, some studies had reported a relationship between ANG II and ionic
currents. In vascular smooth muscle cells, ANG II lias been shown to inhibit several K channeis,
including KATP, BKca, and Kv channels (Hayabuchi et aI, 2001; Toro et al., 1990; Clement
Chomienne et al., 1996; Kubo et al., 1997; Minami et al., 1995). Similarly, different groups have
reported that cardiac K currents are attenuated aller application of ANG II (Zhang et al., 2001;
{Yu et aÏ., 2000; {Shimoni et al., 2006, {Shimoni et al., 2005; {Shimoni et al., 2004a; Shimoni
et al., 2004b; Shimoni et aï., 2003a; Shimoni et al., 2003b; {Shimoni, 2001). Furthermore, in
some studies, the effects of ANG II couid be reversed when the effects of Ang II was blocked
with angiotensin converting enzyme inhibitor (ACEI) or angiotensÏn receptor antagonist
(ARA)(Shimoni, 2001).
In a separate study, we demonstrated that cardiac-specific overexpression ofthe wiid-type
cx18-adrenergic receptors (Œ18-AR) leads to repolarization defects, ventricular arrhythmias and
sudden deatli (under review at Circulation, July 2006). Since ANG II and norepinephrine, which
activate ATI and Œ1-AR, respectiveiy are known to be involved in the initiation of cardiac
remodeiling, the idea that both bioiogical factors may also be invoived in eiectricai remodeliing
under patliological conditions wouid not seen surprising. Moreover, the delayed repolarization
phenotypes described in the ŒIB-AR and AT1R mice share some simiiarities. In both transgenic
modeis, the mice were experiencing spontaneous ventricular arrhythmias and the QTc interval
and action potentiai duration were prolonged. However, the individual K currents/channels
affected were flot identicai in both models. Ail and Œ1-AR are coupled to similar downstream
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signalling pathways. However, evidence suggests that these receptors may use different
mechanisms to decrease K channel gene expression (Zhang et ai., 2001). for instance, Po et ai.
demonstrated a role for PKC in the Œ-adrenergic regulation ofKv4.3,(Po et aÏ., 2001) whereas in
vascular smooth muscle celis, ANG II reduces the density of the current produced by Kv
channels and KATP through both activation of PKC and inhibition of PKA (Hayabuchi et ai,
2001). Thus, it is a likely possibility that the downregulation of cardiac K channels by AT1R
and u18-AR stimulation would be mediated through different signalling pathways. Additional
studies will be required to address this question.
In summary, we found that cardiac-specific overexpression of the human type 1 ANG II
receptor is associated with delayed ventricular repolarization phenotype in mice. These findings
could explain the higher incidence ofventricular arrhythmia observed in presence of chronic AT1
receptor activation. Moreover, results presented here could contribute to explain the reduction of
arrhythmic mortality observed in patients treated with angiotensin converting enzyme inhibitors
or ANG II type 1 receptor antagonists (Zhang et ai., 2006, Pitt et ai., 1997).
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Comparison ofventricular repolarization bebveen 6-8 month old CTL and AT1R
mice
A. Representative lead I ECG recording obtained with a continuous 24-hour telemetry
monitoring in conscious and unrestrained CTL and AT1R mice (n = 6lgroup). AT1R mice
present monomorphic ventricular tachycardia (bottom trace). Example of normal sinus rhythm
recorded in CTL mouse (top trace) and do not present rhythm abnormalities for the same
recording period. B. Comparison ofthe QT interval between the two groups. Typical example of
lead I surface ECG recording from CTL and AT1R. Table comparing means values ofQT, QTc
and heart rate between CTL (n = 7) and AT1R (n = 7) mice (* P < 0.05)obtained with surface
ECG recording.
Figure 2. Comparison ofthe action potential duration (APD) between ATJR and there CTL
littermate mice.
A. Presents typical example of action potential recorded at 4 Hz offrequency in CTL and ATÏR
ventriclar myocytes. B. Bar graph presenting mean APD (± SEM) at 20%, 50% and 90% of
repolarization in CTL (n = 13) and AT1R (n = 14) ventricular myocytes (*p < 0.05).
Figure 3. Total K current (Ipeak) recorded in CTL and AT1R ventricular myocytes
A. Typical example of total K current (Ipeak) recorded in CTL and AT1R ventricular myocytes.
Voltage protocol is presented in inset. B. Mean current-voltage (I-V) relationship presented as a
mean J-V curve for Ipeak CTL and AT1R myocytes. Results correspond to 15 CTL and 11 AT1R
myocytes (*p <0.05).
Figure 4. Comparison of the Ca21-independent transient outward K current (Ito) between
CTL and AT1R ventricular myocytes
A. Typical example of ‘to current family (A) and corresponding mean I-V curve (B) for this
current were presented. ‘to was calculated by subtracting family trace recorded with and without
inactivating prepulse at —40 mV for 100 ms. Each current was normalized for corresponding ceil
capacitance. I was decreased in ATIR cells (n = 12) compared to CTL (n = 10), *p < 0.05.
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Figure 5. Comparison of the ultra-rapid delayed rectifier K current (IKur) between CTL
and AT1R myocytes
A. Superimposed current records corresponding to ‘Kur B. Corresponding mean I-V relationship
for ‘Kur Data were pooled from 11 CTL and $ AT1R ceils. Density of IKur WS sigflifiCantly
smaller in ATÎR compared to CTL, *p <0.05.
Figure 6. Comparison of the steady-state oubvard iC current (I) and the inward rectifier
K current (IKI) between CIL and ATIR mouse ventricular myocytes.
A. Representative examples of I and ‘KI from CTL and ATIR myocytes. B. Corresponding
mean 1-V curves for 1s and ‘KI. Outward K current (I55) was similar in CTL and AT1R (CTL n
= 11; ATIR n 8, NS). However, current density of ‘KI, which was activated by voltage steps
ranging from —110 mV to —40 mV, was different in the two groups. (CIL n 14; AT1R n = 11
*p <0.05)
Figure 7. Steady-state inactivation and reactivation of ‘to in CIL and AT1R mouse
ventricular myocytes.
A. Voltage dependence of steady-state inactivation ofI0. Lefi- Typical example ofa family of
currents produced by a two-pulse voltage-clamp protocol. The 100 ms inactivating prepulse
potential was varied from —110 to —10 mV; the 1-sec test pulse potential was +3OmV (protocol
shown in inset). Right- Plot of voltage dependence of steady-state inactivation of Ito. The
amplitude of Ito for each prepulse membrane potential was determined by subtracting each test
pulse current with that obtained with the —40 mV prepulse. The Ito test pulse amplitude was
normalized to the amplitude at the most negative prepulse potential. Data were pooled from 12
CIL and 8 ATIR ceils. B. Reactivation 0f Itt, in CTL and AT1R mouse ventricular myocytes.
Right- Example of family of membrane currents produced by atwo pulse voltage-clamp protocol,
showing the time-course of recovery of ‘to from inactivation. A 500 ms inactivating pulse (+50
mV) was followed at intervals of 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 200, 400, and 600 ms by an
identical 500 ms test pulse. Left- Membrane potential dependence of recovery from inactivation
of Ito. Data were pooled from 12 CIL and 8 ATIR ceils. P21P1 is the ratio of test pulse
current/prepulse current amplitudes. Ito amplitude was measured as the difference between peak
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outward current and the current 150 ms after the peak. The holding and interpulse potential were
—$0 mV. The smooth lines are best-fit single exponential functions.
Figure 8. Comparison of K channel protein expression in CTL and AT1R ventricles.
A. Western blot analysis ofKv4.2 (1:1000, 7OkDa), Kv4.3 (1:5000, 70 kDa), Kvl.5 (1:500, 75
kDa), Kv2.1 (1:500, 11$ kDa) and Kir2.1 (1:500,60 kDa) on sarcolemmal-enriched fraction (100
ugllane, 1 ventricle/sample) isolated from CTL and ATYR ventricle. Equal protein loading was
confirmed by ponceau-S stained membranes. AlI antibodies used were from Alomone Labs
(Jerusalem, Israel), excepted for Kv 1.5, which was purchase from Upstate Biotechnology (Lake
Placid, NY, USA). Compared with their age-matched controls, protein expression of Kv4.2,
Kvl.5 and Kir2.1 were decreased in ATIR, whereas Kv4.3 and Kv2.1 were unchanged (n = 5 for
each group).
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Chapitre 3 : Discussion et conclusion
3.1 Etude de la repolarisation ventriculaire chez les mâles
AT1R de plus de six mois
3.1.1 Résumé des principaux résultats
L’étude de la repolarisation ventriculaire des souris ATIR surexprimant le récepteur de
type 1 de l’angiotensine II spécifiquement au niveau cardiaque a montré que la stimulation
chronique du récepteur AT1 au niveau des cardiomyocytes entraîne un retard de repolarisation
(prolongation de l’intervalle QT et de la durée du potentiel d’action). Ce retard de repolarisation
pourrait être responsable d’arythmies cardiaques survenant de façon spontanée dans ce modèle de
souris transgéniques. Par des techniques de patch-clamp, nous avons vu que le retard de
repolarisation cardiaque des souris AT1R est dû à une diminution de courants potassiques
imptiqués dans la repolarisation ventriculaire chez la souris, ‘ta, ‘Kur et IKI. La diminution des
courants K est causée par une diminution de l’expression protéique des canaux Kv4.2, Kvl.5 et
Kir2.1 au niveau membraniare ainsi qu’à la réactivation plus lente du courant ‘ta chez les ATIR
comparativement aux souris témoins de type sauvage (contrôles). L’expression des protéines des
canaux Kv4.3 (deuxième sous-unité de ‘ta) et Kv2.1 (I) est semblable entre les deux groupes de
souris. Selon les résultats de l’étude de la repolarisation ventriculaire des mâles AT1R de 6 mois,
la stimulation chronique du récepteur de type I de l’Ang II au niveau des cellules cardiaques
affecte les courants K et favorise ainsi l’apparition d’arythmies cardiaques.
3.1.2 Effets de l’angiotensine II sur les courants K dans la littérature
D’autres groupes ont aussi tenté de voir les effets de I’Ang II sur les courants potassiques.
Cependant, dépendamment des groupes d’études, des courants étudiés, des techniques employées
ou du modèle animal utilisé, les effets rapportés sont variables d’une étude à l’autre.
3.1.2.1 Le courant K transitoire sortant, ‘to
Une observation majeure ressortant des études portant sur les effets de l’Ang II sur les
courants K, est la diminution de ‘to• De façon générale, ce courant est sûrement le plus étudié à
cause de son rôle majeur dans le potentiel d’action et aussi à cause de sa présence dans bon
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nombre d’espèces animales. Généralement, toutes les études portant sur les effets de 1’Ang II au
niveau de ce courant K ont rapporté une diminution marquée de la densité du courant transitoire
ou de l’expression des protéines formant son canal.73’74’75’76’77’78’79’8°
3.1.2.2 Les courants iC à rectification retardée sortante
Contrairement à ‘to, peu d’études ont été faites sur les effets de l’Ang II sur les autres
courants K sortants dépendants du voltage. De plus, la plupart des études ne rapportent pas
toutes les mêmes effets du peptide vasoactif sur ce type de courant. Par exemple, Daleau et coU.
ont vu chez le cobaye que l’Ang II augmente le courant Iic mais diminue le courant I, ce qui
résulte globalement en une prolongation de la phase plateau du potentiel d’action et retarde la
repolarisation.8’ Alors que le groupe de Shimoni a rapporté que l’Ang II diminuait le courant
‘su,.82’83 Plus récemment, une étude réalisée par Zankov et colt. a montré que l’administration
aigu d’Ang II augmentait la densité du courant ‘Ks dans des cellules d’oreillettes chez le
cobaye.84
3.1.2.3 Le courant à rectification entrante ‘Ki
Le lien entre l’Ang II et le courant entrant IKI a également fait l’objet de quelques études.
Comme pour les courants à rectification sortante retardée, ce courant ne semble pas toujours
modulé de la même façon dépendamment du type de cellules étudiées. Par exemple, l’incubation
de I iM d’Ang II augmente ‘KI dans les myocytes ventriculaires de lapin,
79,85 alors que
Caballero et coil. n’ont vu aucun changement dans l’amplitude de ce courant par l’ajout d’Ang II
dans les cardiomyocytes de rats73, et que Park et coil. ont vu une inhibition de ‘KI dans les
cellules musculaires lisses de l’artère coronarienne par l’augmentation de l’action de l’Ang 11.86
3.1.2.4 Mécanismes d’action des effets de l’angiotensine II sur les courants iC
Le fait que plusieurs études ont montré qu’une augmentation de l’action de l’Ang II est
reliée à des changements de densité des courants ioniques (entre autres à une diminution de Ito),
les mécanismes d’action ainsi que les voies de signalisation intracellulaires responsables de ces
effets ne sont pas encore compris et bien caractérisés. Dans certains modèles, l’Ang II semble
agir sur l’expression des canaux à la membrane cellulaire, tel qu’observé par Zhang et ses
collaborateurs qui ont rapporté une diminution de l’expression de Kv4.3 après l’incubation d’Ang
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Il dans des cardiomyocytes de rats nouveaux-nés.75 Même s’il est connu que l’activation du
récepteur AT1 puisse agir au niveau de la transcription des gènes, la diminution de l’expression
protéique de Kv4.3 à la membrane cellulaire pourrait ne pas être causée par des effets au niveau
de la transcription du gène mais plutôt par l’interaction plus directe entre le récepteur Ail et le
canal. Ainsi, l’activation de cascades intracellulaires via la liaison de l’Ang II au récepteur Ail
pourrait par exemple moduler directement l’ouverture du canal potassique ou sa localisation
(cytosolique ou membranaire). Cette possibilité a été confirmée par le groupe de Cohen qui a
montrer qu’il y aurait une interaction entre le récepteur de l’Ang II et Kv4.3 par
immunoprécipitation du canal avec le récepteur Ail suite à la liaison de l’Ang II avec son
récepteur.74 Yu et ses collaborateurs ont également observé que l’Ang II n’agirait pas sur
l’expression du canal mais plutôt sur ses propriétés cinétiques.76
3.1.2.5 Récepteurs et signalisation intracellulaire
Comme on l’a vu précédemment, l’Ang II peut produire ses effets via les récepteurs ATI
ou AT2. Malgré que le groupe de Delpon73 a vu que la stimulation du récepteur de type 2
pouvait être impliquée dans les effets de l’Ang II sur le courant ‘to (sans toutefois avoir d’effet sur
11(1), il a été montré que les changements de courants observés par l’augmentation de l’activité de
l’Ang II pouvaient être bloqués ou renversés par l’administration d’antagonistes spécifiques des
récepteurs de type 1 de l’Ang 11.80 Tel que présenté dans le chapitre 1, le récepteur AT1 est
couplé à une multitude de cascades intracellulaires, liées ou non aux protéines G. Plusieurs
groupes ont tenté d’identifier la voie d’activation reliant le récepteur Ail aux effets sur les
courants ioniques. Malgré tout, cette voie n’a pas encore été clairement élucidée. Dans certains
cas, l’activation des PLC et PKC jouerait un rôle important puisque l’inhibition de cette voie
amène une augmentation des courants affectés par l’Ang II. Par ailleurs, l’activation de cette
même voie prévient cette augmentation ou amène une diminution des courants dans les
cardiomyocytes77 ainsi que dans les cellules musculaires lisses de l’artère coronaire.86 De plus,
Hayabuchi et coll. ont montré que l’inhibition de l’activité des PKA (associée à Gi) ferait aussi
partie des voies empruntées agissant sur les courants ioniques lors de l’activation du récepteur
Ail dans les cellules musculaires lisses artérielles chez le rat.87 Ainsi, les cascades activées par
les deux types de protéines G associées au récepteur ATI (Gq et Gi) pourraient être impliquées
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dans les effets observés sur les courants K. La voie empruntée pourrait toutefois être variable
selon le type de cellules et de tissus touchés.
3.1.2.6 Lien entre la littérature et les résultats obtenus chez les souris AT1R
Les résultats obtenus au cours de l’étude de la repolarisation ventriculaire des souris
ATIR de 6 mois nous a montré que la stimulation excessive des récepteurs Ail au niveau du
coeur entraîne une diminution des courants K ‘to, IKur et IKI. Cette réduction des courants est
causée par une diminution de l’expression des canaux ioniques correspondants ainsi qu’à des
changements dans la cinétique d’activation de ‘to Ces résultats concordent en partie avec ceux de
la littérature, entre autres pour la diminution de Le manque de consensus quant aux effets de
l’Ang II sur les autres courants K pourrait être expliqué par les différents modèles et techniques
expérimentales utilisés par les différents groupes de recherche.
3.1.3 Caractérisation du phénotype pathologique cardiaque des souris
AT1R âgées de 6-8 mois.
Nous avons caractérisé le phénotype cardiaque des souris AT1R de plus de six mois. Par
échocardiographie nous avons premièrement vu que les ventricules des souris transgéniques
étaient plus gros que ceux des souris de types sauvages (contrôles) puisque la masse du ventricule
gauche corrigée en fonction du poids total de la souris était plus grande chez les souris AT1R
comparée aux souris contrôles (Figure 3.ÎA). De plus, la mesure de la capacitance (Figure 3.IB)
qui est un reflet du volume de la cellule et donc un indice de la grosseur de celle-ci, nous
indiquait aussi que les cardiomyocytes provenant des souris AT1R étaient plus gros que ceux des
contrôles. Nous avons également vu que la fonction cardiaque des souris AT1R était diminuée
puisque la fraction d’éjection du ventricule gauche (calculée selon les dimensions internes du
ventricule gauche en diastole et en systole, obtenues par échocardiographie, voir Figure 3.IC)
était plus petite chez les souris surexprimant le récepteur à l’Ang II comparativement aux
contrôles (Figure3.1D). Ainsi, nous avons vu que les souris AT1R de six mois présentaient un
phénotype pathologique cardiaque qui se manifeste par la présence d’hypertrophie ainsi que par
une diminution de la fonction cardiaque.
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Plusieurs études ont montré que l’hypertrophie ainsi que l’insuffisance cardiaque sont
associés (indépendamment du mécanisme sous-jacent ou de la sévérité de la maladie) à des
troubles de repolarisation causés par l’inhibition de courants ioniques.88’ 89,90,91 Nous ne pouvions
ainsi conclure que le retard de repolarisation observé chez les souris AT1R était lié directement à
l’effet de l’Ang II plutôt qu’à l’une ou l’autre de ces pathologies. Nous avons ainsi étudié la
repolarisation ventriculaire chez d’autres groupes de souris transgéniques qui ne présentent pas ce
phénotype pathologique cardiaque.
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Figure 3.1 Caractérisation du phénotype pathologique cardiaque des souris ATJR de 6-8 mois
A) La masse du ventricule gauche (VG) corrigée en fonction du poids total des souris (PT) Les enregistrements
de 7 souris contrôles et de 7 AT1 R ont été combinés pour l’analyse par échocardiographie.
B) La capacitance des cardiomyocytes ventriculaires de souris CIL et AT1R a été mesurée par la technique de
patch-calmp. La capacitance est un indice du volume de la cellule donc de la grosseur de celle-ci. (n, CILI $
et ATJRl0)
C) Exemple d’enregistrements d’échocardiographie en mode-M faits chez les CTL et les ATIR qui ont servi à
mesurer les dimensions internes du ventricule gauche en systole et en diastole
D) La fraction d’éjection est un indice de la fonction cardiaque. Elle a été calculée à partir des enregistrements
d’échocardiographie. Fraction d’éjection du VG (%) = (LVIDd - LVIDs / LVIDd) x 100 (où LVIDd/s
correspond aux dimensions internes du ventricule gauche en diastole et en systole).
Masse VG / PT (mg/g) Capacitance (pF)
11 CTL
L 1 AT1R
chocardiographie en mode-M Fraction d’éjection (%)
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3.2 Les souris m1es AT1RJAT1aR-KO
3.2.1 Le modèle de souris AT1RJAT1aR-KO
Le premier modèle que nous avons utilisé afin de démontrer que l’hypertrophie ou
l’insuffisance cardiaque n’étaient pas responsables des troubles de repolarisation observés chez
les mâles ATIR de six mois, est le modèle de souris ATIRIATIaR-KO. Ce modèle de souris a
été créé à partir de souris transgéniques n’exprimant pas le sous-type a du récepteur de type I
(ATIa) de l’Ang II, les souris ATÏaR-KO. Ces souris, générées dans le laboratoire du Dr T.M.
Coffman 92, ont été croisées avec le modèle de souris ATIR que nous utilisons dans le projet afin
de créer les souris AT1R / ATIaR-KO qui n’expriment pas le sous-type a du récepteur AT1 mais
surexprime de façon marquée AT1 au niveau cardiaque (f igure 3.2A). Le groupe du Dr Nemer
avait observé que les souris AT1RJATIaR-KO ne présentaient pas d’hypertrophie ou
d’insuffisance comparé aux contrôles (WT/ATIaR-KO) du même âge.
3.2.2 Étude de repolarisation ventriculaire de souris AT1R/AT1aR-KO
Nous avons fait des enregistrements d’ECG de surface afin de mesurer l’intervalle QT
ainsi que des échocardiographies pour évaluer la fonction cardiaque des souris ATIR/AT1aR-KO
du même âge que les ATIR, soit à 6-8 mois (n, CTL = 3 et ATIR = 8). Tel qu’observé chez les
souris AT1R, l’intervalle QTc était significativement plus long chez les souris surexprimant le
récepteur Ail dans ce nouveau groupe de souris transgéniques (figure 3.2B). Toutefois, les
enregistrements d’échocardiographie nous ont montré que la masse du ventricule gauche était
plus grande et que la fraction d’éjection du ventricule gauche était plus petite chez les souris
surexprimant le récepteur ATI comparées aux souris ATIR-KO (figure 3.2C). Ces résultats
signifiaient qu’à 6-8 mois, les souris AT1RJAT1aR-KO présentaient certains signes
d’hypertrophie et que leur fonction cardiaque était diminuée. Contrairement â ce que les résultats
du groupe du Dr. Nemer laissaient présager chez les souris ATIRJATIaR-KO plus jeunes, ces
souris finissent par développer de l’hypertrophie et de l’insuffisance cardiaque, tout comme le
modèle de souris ATIR, mais ce phénotype apparaît de façon plus tardive et moins sévère. Ce
modèle ne pouvait donc pas servir à prouver hors de tout doute le lien direct entre l’Ang II et la
diminution des courants K causant le retard de repolarisation et la survenue d’arythmies.
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Figure 3.2 Étude de la repolarisation ventriculaire des souris AT1RJAT1aR-KO de 6-8 mois
A) Le modèle AT1RIATIaR-KO a été créé à partir du en croisant tes souris ATIR, surexprimant le récepteur de
type de l’angiotensine II spécifiquement au niveau des cardiomyocytes, avec les souris AT1aR-KO qui
n’expriment pas le récepteur le sous-type a du récepteur ATÏ dans tout le corps.
B) Retard de repolarisation Les souris AT1RIAT1aR-KO présentent une prolongation de l’intervalle QTc (tout
comme les souris AT I R).
C) Profil pathologique cardiaque des souris ATIRJATIaR-KO. VO: ventricule gauche, PT: poids total des
souris, fraction d’éjection (fractional shortening) du ventricule gauche = (LVIDU - LVIDs / LVIDd) x 100 (où
LVIDd/s correspond aux dimension interne du ventricule gauche en diastole et en systole.
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3.3 Les souris AT1R de 50 jours
3.3.1 Le modèle de souris AT1R à 50 jours
Nous avons ainsi étudié un troisième groupe de souris transgéniques, les mâles AT1R
âgés de 50 jours. Selon des résultats obtenus dans le laboratoire du Dr. Nemer, les souris AT1R
de 50 jours ne présentent pas d’hypertrophie ni d’insuffisance. De notre côté, nous avons
également vu que les mesures de capacitance des cardiomyocytes ventriculaires des souris de 50
jours sont semblables entre les deux groupes (capacitance, Ctl = 149.2 ± 6.9 pf (n = 20) et AT1R
= 139.5 ± 8.0 pf (n = 19), p 0.3). Ce qui nous confirmait qu’à 50 jours, les cardiomyocytes des
souris transgéniques ne sont pas hypertrophiés (contrairement à ce qui avait été observé chez le
groupe de 6 mois). Nous avons choisi d’étudier ces souris à l’âge de 50 jours puisqu’à cet âge,
les souris ont atteint leur maturité sexuelle, ce qui nous permettra d’étudier les différences
mâle/femelle dans le futur.
3.3.2 Étude de la repolarisation ventriculaire des mâles AT1R de
cinquante jours
Les données préliminaires obtenues pour l’étude de la repolarisation ventriculaire des
souris mâles AT1R de 50 jours nous ont montré que, tout comme ce qui avait été observé chez les
mâles de six mois, les souris surexprimant le récepteur AT1 présentaient un retard de
repolarisation par la prolongation de l’intervalle QTc ainsi que de la durée du potentiel d’action
(f igure 3.3 A et B). De plus, ces troubles de repolarisation sont dus à une diminution des
courants K et plus particulièrement de ‘to, ‘Kur et Toutefois, contrairement à ce que nous
avions observé chez les souris de 6-8 mois, le courant IKI ne semble pas diminué chez les AT1R
plus jeunes. La comparaison des résultats obtenus chez les deux groupes d’âge de mâles AT1R
(ayant ou non de l’hypertrophie et de l’insuffisance cardiaque) nous fournirons quelques réponses
sur les effets spécifiques de l’Ang II et des conditions pathologiques cardiaques induites par
celle-ci au niveau des courants K ventriculaires.
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Figure 3.3 Comparaison de la repolarisation ventriculaire chez les souris AT1R âgées de 50
jours et 6-8 mois
Durée de l’intervalle QTc. Comparaison de la prolongation de l’intervalle QTc chez les souris AT1R à 6 -
8 mois et à 50 jours.
Durée du potentiel d’action. APD des cardiomyocytes ventriculaire de souris AT1R et CTL de 50 jours.
Comme pour les mâles de 6 mois, la durée du potentiel d’action est significativement plus longue à 20, 50 et
90% de la repolarisation.
Le courant Kt total Ipeak dans les cardiomyocytes des souris AT1R à 6-8 mois et 50 jours. À gauche:
exemple d’enregistrement des courant K totaux dans les cardiomyocytes des 2 groupes de mâles de 50
jours. À droite: comparaison des courbes moyennes du courant enregistré en fonction du voltage imposé.
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Figure 3.4 Séparation des courants K ventriculaires chez les souris AT1R de 50 jours
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3.4 Comparaison de la repolarisation ventriculaire chez les
groupes de mâles AT1R de 6-8 mois et de 50 jours
3.4.1 Les courants ‘to et ‘Kur
Nous avons vu que les cardiomyocytes ventriculaires des souris AT1R de 50 jours ne sont
pas hypertrophiés comparés à ceux des souris contrôles. Ainsi, la diminution des courants 1rn et
‘Kur présente chez les deux groupes d’âges de mâtes AT1R, présentant ou non de l’hypertrophie et
de l’insuffisance cardiaque, suggère que l’inhibition de ces courants K est due à la stimulation
chronique du récepteur AT1 et non causée par l’apparition d’une ou l’autre des pathologies
cardiaques présentes dans ce modèle de souris. De plus, il semble que la réduction de ces
courants soit la même à six mois qu’à cinquante jours, ce qui suggère certaines hypothèses. À
première vue, on peut penser que l’hypertrophie et l’insuffisance cardiaque n’ont pas d’effet
(direct ou indirect) sur ces deux courants. Toutefois, le fait que l’inhibition de 1to et de ‘Kur n’est
pas plus importante lors de l’apparition de l’une ou l’autre des pathologies cardiaques peut aussi
signifier que les effets produits par ces deux conditions pathologiques sont médiés par les mêmes
voies de signalisation que celles utilisées par la stimulation du récepteur AT1 pour diminuer les
courants K. De cette façon, l’effet ne serait pas additif et on ne pourrait voir les conséquences
de l’hypertrophie qui surviennent après celles de l’activation du récepteur AT1.
3.4.1.1 Effets de l’hypertrophie sur ‘to dans la littérature
Plusieurs évidences ont montré que ‘to est diminué autant dans l’hypertrophie que dans
l’insuffisance cardiaque. Cette diminution est présente dans de nombreuses espèces et ce,
indépendamment de la sévérité de la maladie ou du mécanisme responsable de la pathologie. Par
exemple, ‘to est diminué chez des patients et des chiens souffrant d’insuffisance cardiaque ainsi
que chez des rats spontanément hypertendus (SHR).91’93’94’95 De plus, ‘to est diminué dans
l’hypertrophie induite par différents mécanismes, entre autres, par des catécholamines, par la
ligature de l’artère pulmonaire ou par l’hormone de croissance.96’97’98 Malgré que la diminution
de ce courant dans les deux types de conditions pathologiques cardiaques présentes chez les
AT1R soit la plus rapportée et la mieux documentée, le mécanisme responsable de cette
diminution est toutefois moins évident. Certaines études rapportent une diminution de
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l’expression des canaux Kv4.2 et Kv4.3 88,89, alors que d’autres ont observé des changements des
propriétés cinétiques du canal.99 En ce qui nous concerne, nous avons vu que les deux types de
mécanisme sont présents chez les mâles AT1R de six mois: c’est-à-dire, une diminution de
l’expression du canal Kv4.2 ainsi que des effets directs sur la cinétique du canal.
3.4.1.2 Effets de l’hypertrophie sur les courants K à rectification sortante retardée
(‘K) dans la littérature
En ce qui concerne les effets de l’hypertrophie ou de l’insuffisance cardiaque sur les
autres courants K sortants rapportés dans la littérature, il n’existe pas de réel consensus.
Souvent, les études ne font pas la différence entre tes multiples composantes de ce courant.
Malgré tout, certains ont vu que l’hypertrophie amène une diminution de courants à rectification
sortante retardée entre autres chez le chat’°° alors que d’autres n’ont pas remarqué de changement
de densité par exemple chez le cobaye et le chien.92”°’
À partir des résultats de notre étude et de ceux rapportés dans la littérature, il est évident
que les conditions pathologiques apparaissant chez les mâles ATYR de 6-8 mois sont associées à
des changements dans la densité des courants ‘to et IKur• Toutefois, comme ces deux courants K
sont diminués avant que n’apparaissent le phénotype pathologique cardiaque chez ces souris
transgéniques, il est possible que la voie intracellulaire affectant les courants K via la stimulation
du récepteur ATI soit aussi celle associée aux conditions d’hypertrophie ou d’insuffisance
cardiaque. Ceci expliquerait que la densité des courants ‘to et ‘Kur soit semblable chez les AT1R
de 6-8 mois et de 50 jours. Toutefois, comme la diminution des courants 1t0 et ‘Kur survient avant
que n’apparaisse le phénotype pathologique, on peut dire que l’altération de ces courants est
directement associée à la liaison de l’Ang ii à son récepteur et non secondaire à l’atteinte des
ventricules. De plus, il est plausible que cette diminution des courants K fasse même partie des
mécanismes menant à l’apparition de ces conditions pathologiques. C’est-à-dire que la
prolongation de la repolarisation induite par la diminution des courants K de repolarisation
entraîne globalement une augmentation de la concentration intracellulaire en calcium due au
prolongement de la phase 2 (plateau) du potentiel d’action. Cette augmentation de calcium
favorise à son tour l’activation des voies de signalisation dépendantes de celui-ci par exemple, la
calmoduline et la calcineurine. Plusieurs de ces voies sont reconnues pour être impliquées dans
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le remodelage tissulaire menant à l’hypertrophie et à l’insuffisance cardiaque. Ainsi, la
diminution des courants K pourrait être la cause du phénotype et non sa conséquence. Cette
hypothèse pourrait expliquer que la diminution de ‘to soit présente dans l’hypertrophie et
l’insuffisance cardiaque indépendamment de la sévérité de la maladie.
3.4.2 Le courant à rectification sortante ‘Ki
À 50 jours, il ne semble pas avoir de variation dans la densité du courant entrant ‘KI alors
que ce celui-ci était diminué chez les souris ATIR de six mois. Ainsi, IKI ne serait pas
directement affecté par l’Ang II mais le serait plutôt par l’hypertrophie ou l’insuffisance
cardiaque. D’autres études ont également observé que ces pathologies sont associées à des
variations du courant K à rectification entrante. Toutefois, il existe plusieurs contradictions.
Tout comme nous, certains groupes ont rapporté que l’insuffisance et l’hypertrophie cardiaques
sont associés à une diminution de IKI, entre autres, chez des patients insuffisants cardiaques93’94,
des chiens souffrant d’insuffisance induite par tachycardie89’92 ou des rats spontanément
hypertendus (SHR).3’ Toutefois, d’autres études ont montré que IKI pourrait être augmenté entre
autre chez le chat’°°, alors que d’autres ont vu qu’il n’y aurait aucune variation de densité de ce
courant chez les rats SHR et le cobaye.91”°’ Cette variabilité des changements de densité de IKI
associés à l’hypertrophie ou à l’insuffisance pourrait être dépendante de l’espèce et de la sévérité
de la maladie. Ceci irait dans le même sens que des observations générales faites sur les troubles
de repolarisation associés à ces pathologies où on conclu que le retard de repolarisation serait en
fait proportionnel à la sévérité de la maladie cardiaque.9’ Concrètement, cela signifie que plus
l’hypertrophie et l’insuffisance sont sévères ou avancés, plus les troubles électrophysiologiques
seraient présents ou importants. Contrairement aux effets de ces pathologies au niveau du
courant ‘to, les effets de celles-ci sur le courant ‘KI seraient dépendants de plusieurs facteurs. À
l’âge de six mois, notre modèle de souris ATIR présente un phénotype pathologique cardiaque
très avancé ainsi qu’une fonction cardiaque très diminuée qui sont causés spécifiquement par la
stimulation accrue du récepteur AT1. La sévérité de la maladie ainsi que le mécanisme
spécifique responsable de celle-ci pourrait expliquer que certains groupes ne voient pas les
mêmes variations que celles que nous avons observées.
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3.4.3 Particularité du courant I
Chez le groupe de 50 jours, nous avons vu que le courant était significativement
diminué. Cette réduction de la densité du courant L à 50 jours nous indique que ce courant serait
touché par l’Ang II. Par contre, à six mois, l’amplitude du courant I, n’est plus significativement
différente entre les contrôles et les transgéniques. Chez la souris, aurait peu d’implication
physiologique dans la repolarisation ventriculaire puisque sa contribution au courant K total est
minime à cause de ses propriétés cinétiques plus lente qui lui permettent peu d’agir de façon
efficace dans le potentiel d’action très rapide de la souris. Toutefois, en conditions
pathologiques, par exemple lorsque qu’il y a une diminution importante du courant ‘Kut qui mène
à une prolongation de la durée du potentiel d’action, le courant pourrait être augmenté afin de
compenser partiellement les effets d’une trop grande inhibition des courants K totaux102”03 Ce
phénomène est surtout observé lors d’une diminution marquée du courant ‘Kur (principalement
par une diminution de l’expression du canal Kvl.5) qui, avec I, compose le courant IKslow chez la
souris. Le courant pourrait donc servir de courant de réserve. Ce phénomène pourrait
expliquer qu’il y ait une diminution significative de la densité de ce courant à 50 jours, mais que
cette différence ne soit plus présente entre les transgéniques et les contrôles de 6 mois. De plus, à
cause de son implication moins importante dans l’amplitude du courant K total, le changement
de densité de ne cause pas de variation sur la durée du potentiel d’action.
3.4.4 Comparaison des troubles de repolarisation à 6-8 mois et à 50 jours
Plusieurs études s’entendent pour dire que la prolongation du potentiel d’action est
caractéristique des cas d’hypertrophie ou d’insuffisance cardiaque.’4”5 D’un autre côté, les
résultats obtenus dans l’étude sur la repolarisation ventriculaire des souris AT1R montrent que la
stimulation excessive du récepteur AT1 au niveau cardiaque par l’Ang II est aussi responsable de
causer les troubles de repolarisation et ce, avant que la fonction ou la structure du coeur ne soit
affectée. Ainsi, chez les souris AT1R des deux groupes d’âge, deux courants K majeurs de
repolarisation ventriculaire sont diminués. Cette diminution des courants prolonge la durée de la
repolarisation, caractérisé par une prolongation de l’intervalle QTc et de la durée du potentiel
d’action chez les souris transgéniques. Une des différences entre les deux groupes d’âge de
souris ATIR est que la densité du courant L est partiellement rétablie chez les mâles de 6 mois
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comparativement à la diminution significative de ce courant chez les 50 jours. Toutefois, à cause
des propriétés trop lentes de I pour le rythme cardiaque très rapide des souris, ce courant K
sortant n’a pas de rôle physiologique majeur en conditions contrôles. La différence majeure
retrouvée entre les transgéniques de 50 jours et ceux de 6 mois est la diminution de ‘KI associée à
l’apparition du phénotype pathologique des mâles plus âgés. Comme nous l’avons vu
précédemment, le courant ‘K] contribue à la repolarisation terminale ainsi qu’au maintien stable
du potentiel de repos de la membrane cellulaire. Une diminution de ce courant entraîne donc un
prolongement de la repolarisation et contribue à déstabiliser le potentiel de repos des
cardiomyocytes. On sait aussi qu’un prolongement excessif de la repolarisation est un facteur de
risque important pour le développement d’arythmies ventriculaires telles que les Torsades de
pointe)6”04”05 Ainsi, la diminution du courant ‘KI, supplémentaire à celles des autres courants
K au niveau des ventricules, représente un facteur de risque additionnel à la survenue
d’arythmies chez les souris de plus de six mois comparé aux plus jeunes qui présentent déjà des
troubles de repolarisation importants. La diminution du courant ‘KI en combinaison à celle des
courants 1to et IKur pourrait ainsi expliquer la survenue spontanée d’arythmies cardiaques et de
mort subite chez les mâles ATÏR de 6-8 mois.
3.4.5 Variabilité des effets observés sur les courants K par les différents
groupes de recherche
Comme nous, plusieurs groupes ont vu un tien entre l’Ang II et les courants K. La
diminution de ‘to semble être la plus évidente. La diminution des autres courants K a également
été observée. Toutefois, certains ont vu des effets différents de ceux que nous avons observés
dans le modèle de souris AT1R. Cette variabilité des effets de l’Ang II sur les courants K est
également observée quant aux effets de l’hypertrophie et de l’insuffisance. Cette différence dans
les effets de l’Ang II sur les courants K pourrait être attribuable aux différents types de cellules,
de tissus ou d’espèces étudiés. De plus, dépendamment des conditions expérimentales ou du
modèle choisi, des facteurs confondants peuvent faire varier les résultats ou créer des données
erronées, par exemple lorsque des groupes choisissent d’utiliser les animaux malades comme les
rats traités avec la streptozotocine dans le but de les rendre diabétiques.82’83 Quoiqu’il en soit,
selon l’ensemble des données recueillies, plusieurs éléments manquent encore pour bien
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caractériser l’ensemble des mécanismes et des voies de signalisation intracellulaires qui médient
les effets de l’Ang II sur les courants de repolarisation.
3.5 Limitation de l’étude et extrapolation des résultats obtenus
à partir du modèle de souris transgénique ATJR
3.5.1 La sourîs comme modèle d’étude
En recherche, différents modèles d’animaux sont utilisés pour étudier la repolarisation
ventriculaire chez l’homme, tels que la souris, le rat, le cobaye, le chien ou le lapin. Chacun de
ces modèles offre des particularités intéressantes quant à la possibilité d’extrapoler les résultats
chez l’homme. Toutefois, aucun d’entres eux ne donne un portrait physiologique parfait de la
repolarisation ventriculaire de l’homme ou des pathologies qui y sont associées. Chez la souris,
les courants K ventriculaires sont ‘to, ‘Kur et lKb alors que chez l’homme, on retrouve les
courants ‘to, IKr, ‘Ks et ‘KI. Ainsi, au niveau ventriculaire, seulement ‘to et ‘Ki sont communs aux
deux espèces. Toutefois, le courant ‘Kur, formé par le canal Kvl.5, est présent au niveau des
oreillettes chez l’homme.7’1”6”°6 Le récepteur AH a également été retrouvé au niveau de ce
tissu107, ce qui nous laisse croire qu’en conditions pathologiques, l’activation du récepteur AT1
dans les oreillettes pourrait aussi toucher le courant IKur chez l’homme. Ainsi, il est possible que
les courants ‘to, Jici et ‘Kur puissent être modulés de la même façon par l’Ang II ou par
l’hypertrophie et l’insuffisance cardiaque chez l’homme que ce qui est observé chez la souris.
3.5.2 Le modèle transgénique
De façon générale, les modèles de souris transgéniques permettent d’étudier le rôle
spécifique de certaines protéines en augmentant ou en bloquant l’expression de leur gène ou en
modifiant leur structure pour les rendre plus ou moins fonctionnelles. Selon les modifications
génétiques apportées, les modèles transgéniques peuvent produire différents effets comme
amplifier ou réduire le développement d’une pathologie ou d’une condition physiopathologique
particulière. Chez l’homme, il est rare que des conditions pathologiques engendrent des effets
aussi marqués et drastiques que ce genre de modèle animal. L’étude de modèle de souris
transgéniques permet plutôt de fournir des explications ou une meilleure compréhension de
certains phénomènes sans toutefois reproduire parfaitement toutes les conditions présentent dans
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les pathologies humaines. Ils servent plus à fournir des éléments de réponses qu’à expliquer
clairement et entièrement l’ensemble d’une pathologie. Ainsi, le modèle ATIR nous permet
d’étudier les effets d’une trop grande stimulation du récepteur de type I de l’Ang 11
spécifiquement au niveau du coeur et non de comprendre tous les aspects d’une augmentation de
l’action du peptide dans tout l’organisme. Il serait ainsi erroné de penser que l’augmentation des
niveaux d’Ang II chez l’homme produit les même effets que ceux observés chez les souris ATIR.
Toutefois, ce modèle transgénique nous permet de d’envisager que la stimulation du récepteur de
type de l’Ang II au niveau cardiaque peut affecter les courants K et qu’en condition
pathologique, elle pourrait même mener à la survenue d’arythmies.
3.5.3 Limitation expérimentaie
D’autres limitations sont aussi à considérer quant à l’extrapolation des résultats obtenus
+ . , .dans cette etude. L enregistrement des courants K et du potentiel d action a ete fait sur les
cardiomyocytes de ventricule droit. Le choix de cette partie du coeur pour ce type
d’enregistrement a été fait principalement pour des raisons techniques. Ainsi, il existe des
différences dans la densité des courants ioniques entre les cellules de l’endocarde et de l’épicarde.
116 Comme le ventricule droit est majoritairement composé de cellule épicardiques, les courants
ainsi que le potentiel d’action enregistrés seront plus homogènes et il sera plus facile de
reproduire et de comparer les résultats de patch en utilisant volontairement les cardiomyocytes du
ventricule droit. Parallèlement aux enregistrements de courants ioniques et de potentiel d’action,
la mesure des niveaux d’expression protéiques des canaux ioniques a été faite à partir d’extraits
de protéines provenant des deux ventricules (gauche et droit). Ce choix est aussi de nature
technique puisque pour obtenir suffisamment de protéines pour l’ensemble des canaux K, nous
devons utiliser tes deux ventricules. Si nous nous limitions seulement à l’utilisation du ventricule
droit (comme pour l’isolation des cardiomyocytes), nous devrions utiliser une grande quantité de
coeurs de souris pour parvenir à obtenir suffisamment de protéines pour faire l’étude de
l’ensemble des canaux K. Nous avons donc fait le choix d’extraire les protéines des deux
ventricules afin de limiter le nombre d’animaux utilisés dans l’étude. Malgré tout, la diminution
de densité des courants enregistrés sur les cardiomyocytes de ventricules droits concordent avec
le changement des niveaux d’expression des canaux ioniques correspondant à ces courants dans
les deux ventricules. Ce qui nous indique que, malgré que les caractéristiques
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électrophysiologiques des ventricules gauche et droit ne soient pas les même à cause de la nature
des cellules qui les composent, l’Ang II agit semblablement au niveau des canaux et des courants
ioniques dans les différentes régions du coeur.
3.5.4 Les avantages du modè]e ATJR
Le modèle de souris ATIR présente ainsi plusieurs limites comme des différences entre
les souris et les humains dans les paramètres électriques cardiaques (courants K différents et
rythme cardiaque plus rapide chez les souris) et l’utilisation du modèle transgénique en lui-même
qui exagère les effets de l’Ang II. Toutefois, ce modèle présente aussi des avantages puisqu’il
permet d’étudier les effets de l’Ang II in vivo et non seulement sur des cellules en culture. De
plus, grâce au modèle ATIR, il est aussi possible de voir les effets de l’Ang II directement et
spécifiquement au niveau des cardiomyocytes. D’autres études avaient rapporté des effets de
l’Ang II sur les cellules cardiaques dans des modèles d’animaux ayant des niveaux élevés d’Ang
II. Toutefois, ces modèles tiennent compte d’une augmentation systémique de l’action de l’Ang
II en reproduisant certaines conditions pathologiques associées à de plus grandes concentrations
d’Ang II. Ces conditions peuvent en soi avoir des effets au niveau des cardiomyocytes ou encore
induire des pathologies telles que l’hypertrophie qui a des effets au niveau des courants ioniques.
Par exemple, le groupe de Shimoni utilise des animaux diabétiques (des rats traités à la
streptozotocine (STZ) et des souris transgéniques db/db) qui sont reconnus pour présenter une
augmentation de l’Ang II mais également des changements dans d’autres paramètres comme dans
la sécrétion d’insuline, les concentrations de glucose ou l’utilisation de la STZ qui peuvent
produire des effets au niveau cardiovasculaire. 77,78,80,
82.83 Le modèle de souris ATJR nous
permet de constater et de comprendre les différents effets de l’Ang II sur les courants K des
cardiomyocytes ventriculaires via la stimulation excessive du récepteur ATI. Il nous permet
d’éliminer une multitude de facteurs confondants puisque les effets observés sont ceux
directement produits via les récepteurs se trouvant au niveau des cardiomyocytes.
3.6 Perspectives
Grâce au modè]e de souris ATIR, nous avons pu établir que l’Ang II agit directement au
niveau des cardiomyocytes pour moduler à la baisse les courants K et causer un retard de
repolarisation, ce qui représente un facteur de risque important à la survenue d’arythmies
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cardiaques. Il sera intéressant de poursuivre les recherches sur ce modèle de souris afin de voir
s’il existe des différences mâles/femelles chez les souris AT1R et d’élucider les mécanismes
reliant l’activation du récepteur Ail par l’Ang II aux effets sur les courants ioniques.
3.6.1 Étude des différences mâle/femelle
Chez l’homme ainsi que chez plusieurs espèces animales utilisées en recherche, il existe
des différences entre les mâles et les femelles dans la repolarisation cardiaque.’6 Par exemple, on
sait que l’intervalle Qi des femmes est plus long que celui des hommes)°8”°9 Chez la souris
cette différence est aussi présente et est causée par une plus faible densité du courant ‘Kur chez les
femeHes.”°’ Il est donc important de séparer les mâles des femelles puisque chacun présente
des caractéristiques particulières. De plus, il se pourrait que l’Ang II puisse agir différemment
chez les deux sexes. II sera intéressant de reproduire l’étude de la repolarisation ventriculaire
chez les femelles AT1R (jeunes et vieilles) afin de voir s’il existe des différences mâles/femeÏles
dans ce modèle de souris transgénique.
3.6.2 Voie(s) de signalisation intracellulaire(s) impliquée(s)
Les voies de signalisation intracellulaires des deux types de protéines G couplées au
récepteurs Ail, Gq et Gi, semblent avoir un rôle important à jouer dans les cascades menant à
l’effets sur les courants K. Quelques pistes ont déjà été envisagées. Par exemple, les groupes de
Shimoni et de Park ont montré que l’action de l’Ang II sur les courants passe entre autres par les
PKC.77’86 Aussi, Hayabuchi et coll. ont montré que l’inhibition de l’activité des PKA pourrait
aussi faire partie des voies empruntées lors de l’activation du récepteur Ail.87 Dans le modèle
de souris ATIR, il serait intéressant d’utiliser des bloqueurs spécifiques de l’activité de différents
messagers impliquées dans chacune des cascades, par exemple des inhibiteurs des Gq, Gi, PLC,
PKC ou PKA pour voir si l’on peut empêcher ou renverser les effets de l’Ang 11 sur la
repolarisation des cardiomyocytes. Des activateurs de ces voies pourront aussi être utilisés afin
de voir si l’activation de plus d’une voie est nécessaire pour produire les effets ou s’il existe des
interactions entre les voies de signalisation empruntées.
La caractérisation de la voie de signalisation intracellulaire médiant les effets de ]‘Ang Il
sur les courants ioniques permettra (1) de mesurer l’impact électrophysiologique d’une
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augmentation de l’activité du RAS au niveau cardiaque chez la souris et aussi dans d’autres
espèces, (2) de faire des liens avec d’autres pathologies cardiovasculaires affectant les courants
ioniques (comme un dérèglement du système adrénergique) et (3) de prévoir et prévenir des
troubles arythmiques survenant en conditions pathologiques associées à ces cascades de
signalisation.
3.6.3 Réversibilité des mécanismes d’action
Il sera intéressant de voir si la diminution des courants K induite par l’action directe
(activation du récepteur au niveau du coeur) ou indirecte (via l’apparition de l’hypertrophie ou de
l’insuffisance cardiaque) de l’Ang II au niveau des cardiomyocytes est un mécanisme réversible.
Les souris AT1R de 50 jours et de 6-8 mois, pourront être traitées avec des agents inhibiteurs de
l’action de l’Ang II soit par un IECA ou par un ARA afin de voir s’il est possible de retrouver
partiellement ou totalement l’amplitude des courants potassiques et de ramener la durée du
potentiel d’action à des valeurs normales dans ce modèle de souris transgéniques. De façon
générale, les IECA et les ARA sont reconnus pour améliorer la fonction cardiaque et la survie des
patients ou des modèles animales souffrant d’hypertrophie et d’insuffisance cardiaque.”2
Chacun de ces groupes de composés, IECA et ARA, possède des particularités qui pourraient
s’avérer utiles dans le choix d’une thérapie cardiovasculaire. Par exemple, le blocage du
récepteur Ail seulement laisse la possibilité à l’Ang II de se lier au récepteur AT2 qui pourrait
contrecarrer les effets néfastes produits par la stimulation de Ail. Il a aussi été montré que le
traitement de l’hypertrophie cardiaque par des IECA ou des ARA, normalisait les paramètres
mécaniques mais aussi électriques associés à la survenue d’arythmies La
comparaison de l’efficacité des IECA et des ARA à renverser spécifiquement les troubles de
repolarisation causés par ta diminution des courants K dans le modèles de souris AT1R
(présentant ou non de l’hypertrophie et de l’insuffisance cardiaque) pourrait fournir des éléments
supplémentaires essentiels au choix de l’utilisation de ce type d’agent en conditions
pathologiques cardiaques.
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3.7 Conclusion
En résumé, la caractérisation de la repolarisation ventriculaire dans le modèle de souris
transgénique surexprimant le récepteur de type 1 de l’Ang II spécifiquement au niveau cardiaque
(AT1R) nous a montré que la stimulation excessive du récepteur Ail causait chez les souris
âgées de six mois, une diminution des courants K 1to, ‘Kur et ‘Ki, résultant en un retard important
de la repolarisation des cardiomyocytes ventriculaire et en une incidence accrue d’arythmies
cardiaques. L’évaluation du phénotype pathologique cardiaque des souris AT1R de six mois,
nous a toutefois montré que ces souris souffraient d’hypertrophie et d’insuffisance cardiaque,
conditions qui sont aussi associées à des troubles de repolarisation. Nous avons donc commencé
à l’étude de la repolarisation ventriculaire chez les souris ATIR de 50 jours afin de dissocier les
effets produits par I’Ang II de ceux causés par certaines conditions pathologiques cardiaques.
Les premiers résultats recueillis chez les souris ATÏR de 50 jours ont montré que les courants K
sortants ‘to, ‘Kur et seraient diminués par l’activation spécifique des récepteurs de type 1 de
l’Ang II. De plus, le courant ‘KI ne serait pas directement affecté par l’augmentation de la
stimulation des récepteurs Ail mais, plutôt par des mécanismes associés à l’hypertrophie et à
l’insuffisance cardiaque.
Finalement, les résultats obtenus au cours de ce projet de maîtrise s’intitulant:
«Remodelage électrique cardiaque chez les souris transgéniques surexprimant le récepteur de
type 1 de l’angiotensine II», nous ont permis de voir que l’Ang II pouvait agir directement au
niveau des cardiomyocytes pour affecter les paramètres électrophysiologiques de la repolarisation
ventriculaire chez la souris et entraîner des arythmies cardiaques graves pouvant mener à la mort.
Les études sur le modèle AT1R pourront être poursuivies afin d’étudier les différences entre les
mâles et les femelles et d’identifier et de caractériser les mécanismes impliqués dans les effets de
+ .I Ang II au niveau des courants K via le recepteur Ail. Les etudes sur le modele de souris
AT1R permettront d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques dans le traitement des maladies
cardiovasculaires reliées aux effets de l’Ang II.
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